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MICROBIOLOGÍA EN BEBIDAS FERMENTADAS 


Capítulo 1 


Lo Conceptos de Microbiología 


La microbiología, el estudio de los organismos microscópicos, deriva de 3 palabras griegas: 
mikros (pequeño), bios (vida) y logos (ciencia) que conjuntamente significan el estudio de 
la vida microscópica. Para mucha gente la palabra microorganismo le trae a la mente un 
grupo de pequeñas criaturas que no se encuadran en ninguna de las categorías de la 
pregunta clásica: ¿es animal, vegetal o mineral? Los microorganismos son diminutos seres 
vivos que individualmente son demasiado pequeños como para verlos a simple vista. En 
este grupo se incluyen las bacterias, hongos (levaduras y hongos filamentosos), virus, 
protozoos y algas microscópicas. Normalmente tendemos a asociar a estos pequeños 
organismos con infecciones, enfermedades como el SIDA, o el deterioro de los alimentos. 


Sin embargo, la mayoría de los microorganismos contribuyen de una forma crucial en el 
bienestar de la Tierra ayudando a mantener el equilibrio de los organismos vivos y 
productos químicos en nuestro medio ambiente. Los microorganismos del agua dulce y 
salada son la base de la cadena alimentaria en océanos, lagos y ríos; los microorganismos 
del suelo destruyen los productos de desecho e incorporan el gas nitrógeno del aire en 
compuestos orgánicos, así como reciclan los productos químicos en el suelo, agua y aire; 
ciertas bacterias y algas juegan un papel importante en la fotosíntesis, que es un proceso 
que genera nutrientes y oxígeno a partir de luz solar y CO2 siendo un proceso crítico para 
el mantenimiento de la vida sobre la Tierra; los hombres y algunos animales dependen de 
las bacterias que habitan en sus intestinos para realizar la digestión y síntesis de algunas 
vitaminas como son la K y algunas del complejo B. 


Los microorganismos también tienen aplicaciones industriales ya que se utilizan en la 
síntesis de productos químicos como son acetona, ácidos orgánicos, enzimas, alcohol y 
muchos medicamentos. La industria alimentaria también usa microorganismos en la 
producción de vinagre, bebidas alcohólicas, aceitunas, mantequilla, queso, yogurt y pan. 
Además, las bacterias y otros microorganismos ahora pueden ser manipulados para 
producir sustancias que ellos normalmente no sintetizan. 


A través de esta técnica, llamada Ingeniería Genética, las bacterias pueden producir 
importantes sustancias terapéuticas como insulina, hormona de crecimiento humana e 
interferón. Actualmente sabemos que los microorganismos se encuentran en todas partes; 
pero hace poco, antes de la invención del microscopio, los microorganismos eran 
desconocidos para los científicos. Miles de personas morían en las epidemias cuyas causas 
no se conocían. El deterioro de los alimentos no se podía controlar siempre y muchas 
familias enteras morían debido a que no existían vacunas y antibióticos disponibles para 
combatir las infecciones. Aunque los microorganismos se originaron hace 
aproximadamente 4.000 millones de años, la microbiología es relativamente una ciencia 
joven. Y surgió como ciencia tras el descubrimiento y el perfeccionamiento del microscopio. 


El naturalista holandés Antonio van Leeuwenhoek fue el primero en describir, en 1683, 
estos organismos (a los que bautizó como “animáculos”), que observó con la ayuda de un 
microscopio construido por él mismo. Ya en 1546 Girolano Fracastoro había sugerido que 
las enfermedades podían deberse a organismos tan pequeños que no podían verse y que 
eran transmitidos de una persona a otra. Sin embargo, el descubrimiento de que las 
bacterias pueden actuar como agentes específicos de las enfermedades infecciosas en los 
animales fue realizado a través del estudio del carbunco, infección grave de los animales 
domésticos que es transmisible al hombre. La demostración concluyente de la causa 
bacteriana o etiología del carbunco la proporcionó en 1876 Roberto Koch, un médico rural 
alemán. 


La demostración concluyente de la causa bacteriana oO 
etiología del carbunco la proporcionó en 1876 Roberto Koch, 
un médico rural alemán. Koch empezó a estudiar el mundo 
microbiano después de que su mujer le regalara por su 28 
cumpleaños un microscopio. Seis años después Koch anunció 
al mundo que había encontrado la bacteria del carbunco 
(Bacillus anthracis). Posteriormente él y sus colaboradores 
descubrieron las bacterias que causan la tuberculosis y el 
cólera. Esta serie de experimentos se ajustaban a los criterios 
necesarios para poder establecer la relación causal entre un 
organismo específico y una enfermedad específica. 


Estos criterios se conocen como los Postulados de Koch: 


e El microorganismo debe estar presente en todos los casos de la enfermedad. 

e El microorganismo debe ser aislado del hospedador enfermo y obtenerse en cultivo 
puro en el laboratorio. 

e la enfermedad específica debe reproducirse cuando un cultivo puro del 
microorganismo se inocula a un hospedador susceptible sano. 

e El microorganismo debe ser recuperable de nuevo a partir del hospedador 
inyectado experimentalmente. 


Louis Pasteur fue un químico y biólogo francés que fundó la ciencia de la microbiología. 
Comenzó investigando los procesos de fermentación del vino y la cerveza y descubrió la 
existencia de las bacterias que interferían en este proceso. Aplicó sus conclusiones al 
estudio de la causa y el desarrollo de las enfermedades y demostró la teoría de los 
gérmenes como causantes de las mismas. También desarrolló vacunas que consiguieron 
salvar miles de vidas. Pasteur observó que, en la fabricación de la cerveza y el vino, a veces 
los dos líquidos resultaban buenos y otros agrios. 


Decidió estudiar el proceso con el microscopio y descubrió que cuando la fermentación era 
normal participaban las pequeñas células de la levadura. En cambio, cuando resultaban 
agrios era porque en el proceso participaban organismos como las bacterias. 


A finales del siglo XIX y comienzos del XX, diversos microbiólogos como el ruso Serguei 
Winogradsky, considerado el fundador de la ecología microbiana moderna, emprendieron 
las investigaciones sobre el metabolismo de las bacterias (estudios iniciados por Pasteur). 
Winogradsky estableció que las bacterias funcionan según dos modelos: la aerobiosis, que 
se basa en el consumo de oxígeno; y la anaerobiosis, que permite a las bacterias vivir en un 
ambiente desprovisto por completo de oxígeno. Winogradsky descubrió las bacterias 
quimiosintéticas, puso de manifiesto la participación de los microorganismos en el ciclo de 
la urea y fue uno de los primeros en estudiar las bacterias simbióticas. 


El estudio de los virus se desarrolló especialmente en el primer tercio del siglo XX. En efecto, 
a pesar de que en el año 1905 varios microbiólogos habían demostrado que las 
enfermedades víricas conocidas se debían a agentes patógenos minúsculos y no a las 
toxinas, los virus siguieron siendo invisibles; y su naturaleza, desconocida, hasta la década 
de 1930. En 1935 el bioquímico estadounidense Wendell Stanley logró aislar y cristalizar el 
virus del mosaico del tabaco. En 1938 se observaron por primera vez los virus gracias a la 
invención del microscopio electrónico. Después, en las décadas de 1960 y 1970 se 
descubrieron numerosos virus y se determinaron sus características físicas y químicas. 


Posteriormente, las investigaciones microbiológicas se sirvieron de diversas técnicas 
innovadoras, como el microscopio electrónico de barrido o las técnicas de secuenciación 
del ácido desoxirribonucleico (ADN). Gracias a todos estos avances, los microorganismos se 
clasificaron en función de su estructura molecular, incluyéndolos en dos reinos. De este 
modo, las bacterias forman el conjunto de los procariotas, es decir, organismos en los que 
el material genético, en forma de ADN, se encuentra libre en el citoplasma y no incluido en 
un núcleo. Los restantes organismos unicelulares se clasifican como eucariotas (en los que 
el genoma está incluido en el núcleo celular). Entre estos eucariotas unicelulares se 
distinguen los que pertenecen al reino Protistas (grupo que engloba a los protozoos y algas 
unicelulares) y los que pertenecen al reino Hongos (las levaduras). Los virus constituyen un 
mundo aparte, ya que no pueden reproducirse por sí mismos, sino que necesitan parasitar 
una célula viva para completar su ciclo vital. 


Por último, el descubrimiento de los priones por Stanley Prusiner y su equipo en 1982 ha 
abierto una vía de estudio dentro de la microbiología. Los priones, simples proteínas 
desprovistas de material genético, suscitan numerosos interrogantes sobre su 
funcionamiento y modo de transmisión, cuyo ejemplo típico en la EEB (Encefalopatía 
Espongiforme Bovina) o Mal de la vaca loca. Un método fundamental para estudiar las 
bacterias es cultivarlas en un medio líquido o en la superficie de un medio sólido de agar. 
Los medios de cultivo contienen distintos nutrientes que van, desde azúcares simples hasta 
sustancias complejas como la sangre o el extracto de caldo de carne. Para aislar o purificar 
una especie bacteriana a partir de una muestra formada por muchos tipos de bacterias, se 
siembra en un medio de cultivo sólido donde las células que se multiplican no cambian de 
localización; tras muchos ciclos reproductivos, cada bacteria individual genera por escisión 
binaria una colonia macroscópica compuesta por decenas de millones de células similares 
a la original. 


Si esta colonia individual se siembra a su vez en un nuevo medio crecerá como cultivo puro 
de un solo tipo de bacteria. Muchas especies bacterianas son tan parecidas 
morfológicamente que es imposible diferenciarlas sólo con el uso del microscopio; en este 
caso, para identificar cada tipo de bacteria, se estudian sus características bioquímicas 
sembrándolas en medios de cultivo especiales. Así, algunos medios contienen un producto 
que inhibe el crecimiento de la mayoría de las especies bacterianas, pero no la de un tipo 
que deseamos averiguar si está presente. 


Otras veces el medio de cultivo contiene determinados azúcares especiales que sólo 
pueden utilizar algunas bacterias. En algunos medios se añaden indicadores de pH que 
cambian de color cuando uno de los nutrientes del medio es fermentado y se generan 
catabolitos ácidos. Si las bacterias son capaces de producir fermentación, generan gases 
que pueden ser apreciados cuando el cultivo se realiza en un tubo cerrado. Con otros 
medios de cultivo se identifica si las bacterias producen determinadas enzimas que digieren 
los nutrientes: así, algunas bacterias con enzimas hemolíticas (capaces de romper los 
glóbulos rojos) producen hemólisis y cambios apreciables macroscópicamente en las placas 
de agar sangre. 


Los diferentes medios y técnicas de cultivo son esenciales en el laboratorio de microbiología 
de un hospital, pues sirven para identificar las bacterias causantes de las enfermedades 
infecciosas y los antibióticos a los que son sensibles esas bacterias. Un factor importante a 
tener en cuenta, es la esterilización, que es un proceso esencial para el tratamiento de 
higiene en todos los instrumentos quirúrgicos, implantes y muchos otros dispositivos. La 
desecación y la congelación eliminan muchas especies de bacterias, pero otras 
simplemente permanecen en estado vegetativo. El calor seco o húmedo elimina todas las 
bacterias combinando adecuadamente factores como la temperatura a la que se someten 
y el tiempo de exposición. 


Se puede esterilizar por calor seco en estufas a más de 160*C durante media hora, o por 
calor húmedo en autoclaves a 120%”C durante 20 minutos y a presión superior a la 
atmosférica. La ebullición a 100*C no elimina todos los gérmenes patógenos (entre los que 
no sólo están incluidos las bacterias sino también virus y levaduras). Otro medio habitual 
de esterilización, utilizado para objetos no resistentes al calor, son los medios químicos: el 
ácido fénico, iniciador de la era de la antisepsia, el ácido cianhídrico, el óxido de etileno, la 
clorhexidina, los derivados mercuriales, los derivados del yodo (especialmente la povidona 
yodada) y muchas otras sustancias. El alcohol etílico no produce esterilización completa. 
Otro medio de esterilización actual son las radiaciones ¡ionizantes (beta, gamma). 


La Pasteurización es un proceso de calentamiento de un líquido, en particular de la leche, 
hasta una temperatura que oscila entre 55 y 70”C para destruir las bacterias perjudiciales, 
sin producir cambios materiales en la composición, en el sabor, o en el valor nutritivo del 
líquido. El proceso se llama así en honor del químico francés Louis Pasteur, quien lo ideó en 
1865 con el fin de inhibir la fermentación del vino y de la leche. La leche se pasteuriza al 
calentarla a 63”C durante 30 minutos, luego se enfría con rapidez, y se envasa a una 
temperatura de 10*C. 


La cerveza y el vino se pasteurizan al ser calentados a unos 60” C durante unos 20 minutos; 
también se hace, según un método más reciente, calentando a 70” C durante 30 segundos 
y envasando en condiciones estériles. Los desinfectantes son un arma clave para proteger 
de los microorganismos ya que estos se encuentran en casi todas partes y por eso los 
desinfectantes van destruyendo los mismos o impidiendo su desarrollo y asimismo 
protegen el área donde actúan durante un lapso de tiempo. Basado en los hallazgos del 
fisiólogo alemán Theodor Schwann y del bioquímico francés Louis Pasteur, Lister 
desinfectaba las heridas quirúrgicas y accidentales con una solución de ácido carbólico, y 
en cinco años redujo la tasa de mortalidad de las amputaciones importantes de un 45 por 
ciento a un 12 por ciento. 


Los desinfectantes cumplen un papel muy importante en el campo de la salud ya que si no 
fuera por estos por una simple herida podrían amputar cualquiera de nuestros miembros. 
Los antisépticos, son agentes físicos o químicos que evitan la putrefacción, infección o 
cambios similares, de los alimentos y tejidos vivos, destruyendo los microorganismos o 
impidiendo su desarrollo. Desde la antigúedad los alimentos se han conservado gracias al 
empleo de agentes antisépticos como el calor durante la cocción, la sal y el vinagre en la 
salazón y adobo, y el humo de la madera (que contiene creosota, un compuesto similar al 
ácido carbólico) en el ahumado de las carnes. En la actualidad, los principales agentes 
antisépticos en la conservación de los alimentos son el calor y el frío utilizados en procesos 
como el enlatado, la pasteurización y la refrigeración. La irradiación es otro medio de 
conservación de los alimentos. 


a. Las bacterias 


Una bacteria simplificada está formada por tres capas externas que envuelven las 
estructuras internas; la capa pegajosa protege la pared celular rígida, que a su vez cubre la 
membrana celular semipermeable. El flagelo es un medio de locomoción y los pelos que se 
extienden por fuera de la cápsula ayudan a la bacteria a sujetarse a las superficies. El 
material genético está contenido en el ADN que forma el nucleoide. Los ribosomas que 
flotan en el citoplasma intervienen en la 
síntesis de proteínas. El material genético 
de la célula bacteriana está formado por 
una hebra doble de ADN circular. 


Cápsula Membrana 
Capsule celular 


/ Celular 
membrane 


Muchas bacterias poseen también 
pequeñas moléculas de ADN circulares 
llamados  plásmidos, que llevan 
información genética, pero, la mayoría de 
las veces, no resultan esenciales en la 
reproducción. Muchos de estos 
plásmidos pueden transferirse de una a ales 
bacteria a otra mediante un mecanismo j 
de intercambio genético denominado 
conjugación. 


Otros mecanismos por los cuales la bacteria puede intercambiar información genética son 
la transducción, en la que se transfiere ADN por virus bacterianos (Bacteriófagos), y la 
transformación, en la que el ADN pasa al interior de la célula bacteriana directamente desde 
el medio. Las células bacterianas se dividen por fisión; el material genético se duplica y la 
bacteria se alarga, se estrecha por la mitad y tiene lugar la división completa formándose 
dos células hijas idénticas a la célula madre. Así, al igual que ocurre en los organismos 
superiores, una especie de bacteria origina al reproducirse sólo células de la misma especie. 
Algunas bacterias se dividen cada cierto tiempo (entre 20 y 40 minutos). En condiciones 
favorables, si se dividen una vez cada 30 minutos, transcurridas 15 horas, una sola célula 
habrá dado lugar a unos mil millones de descendientes. Estas agrupaciones, llamadas 
colonias, son observables a simple vista. En condiciones adversas, algunas bacterias pueden 
formar esporas, que son formas en estado latente de la célula que permiten a ésta resistir 
las condiciones extremas de temperatura y humedad. 


La clasificación taxonómica más utilizada divide a las bacterias en cuatro grandes grupos 
según las características de la pared celular. La división Gracilicutes incluye a las bacterias 
con pared celular delgada del tipo Gram negativas; las bacterias de la división Firmicutes 
tienen paredes celulares gruesas del tipo Gram positivas; las de la división Tenericutes 
carecen de pared celular y las de la cuarta división Mendosicutes tienen paredes celulares 
poco comunes, formadas por materiales distintos a los típicos peptidoglucanos bacterianos. 
Entre las Mendosicutes se encuentran las Arqueobacterias, un grupo de organismos poco 
comunes, que incluyen a las bacterias metanogénicas, anaerobias estrictas, que producen 
metano a partir de dióxido de carbono e hidrógeno; a las halobacterias, que necesitan para 
su crecimiento concentraciones elevadas de sal, y a las termoacidófilas, que necesitan 
azufre y son muy termófilas. Se ha discutido sobre la conveniencia de que las 
Arqueobacterias se incluyeran en un reino aparte, ya que estudios bioquímicos recientes 
han mostrado que son tan diferentes de las otras bacterias como de los organismos 
eucariotas (con núcleo diferenciado englobado en una membrana). Estos cuatro grandes 
grupos de bacterias se subdividen además en unas 30 secciones numeradas, alguna de las 
cuales se dividen a su vez en órdenes, familias y géneros. 


b. Los hongos 


La mayoría de los hongos están constituidos por finas fibras que contienen protoplasma, 
llamadas hifas. Éstas a menudo están divididas por tabiques llamados septos. En cada hifa 
hay uno o dos núcleos y el protoplasma se mueve a través de un diminuto poro que ostenta 
el centro de cada septo. No obstante, hay un filo de hongos, que se asemejan a algas, cuyas 
hifas generalmente no tienen septos y los numerosos núcleos están esparcidos por todo el 
protoplasma. Las hifas crecen por alargamiento de las puntas y también por ramificación. 
La proliferación de hifas, resultante de este crecimiento, se llama micelio. Cuando el micelio 
se desarrolla puede llegar a formar grandes cuerpos fructíferos, tales como las setas. Otros 
tipos de enormes estructuras de hifas permiten a algunos hongos sobrevivir en condiciones 
difíciles o ampliar sus fuentes nutricionales. Las fibras, a modo de cuerdas, del micelio de 
la armilaria color de miel (Armilaria melea), facilitan la propagación de esta especie de un 
árbol a otro. 


Ciertos hongos forman masas de micelio resistentes, con forma más o menos esférica, 
llamadas esclerocios. Éstos pueden ser pequeños como granos de arena, o grandes como 
melones. La mayoría de los hongos se reproducen por esporas, diminutas partículas de 
protoplasma rodeado de pared celular. El champiñón silvestre puede formar doce mil 
millones de esporas en su cuerpo fructífero; así mismo, el cuesco de lobo gigante puede 
producir varios billones. 


Las esporas se forman de dos maneras. En el primer proceso, las esporas se originan 
después de la unión de dos o más núcleos, lo que ocurre dentro de una o de varias células 
especializadas. Estas esporas, que tienen características diferentes, heredadas de las 
distintas combinaciones de genes de sus progenitores, suelen germinar en el interior de las 
hifas. Los cuatro tipos de esporas que se producen de 
esta manera (oosporas, zigosporas, ascosporas y 
basidiosporas) definen los cuatro grupos principales de 
hongos. 


Las oosporas se forman por la unión de una célula 
macho y otra hembra; las zigosporas se forman al 
combinarse dos células sexuales similares entre sí. Las 
ascosporas, que suelen disponerse en grupos de ocho 
unidades, están contenidas en unas bolsas llamadas 
ascas. Las basidiosporas, por su parte, se reúnen en 
conjuntos de cuatro unidades, dentro de unas estructuras con forma de maza llamadas 
basidios. 


A pesar de que en muchos textos se emplean sistemas de clasificación relativamente 
complicados, los micólogos utilizan por lo común un sistema sencillo, que tiene la ventaja 
de ser cómodo de usar. Según este sistema, los cuatro filos principales son: Oomicetes, 
Zigomicetes, Ascomicetes y Basidiomicetes y sus respectivos individuos forman oosporas, 
zigosporas, ascosporas y basidiosporas. Una gran variedad de especies se coloca, de forma 
arbitraria, en un quinto filo: Deuteromicetes, también llamados hongos imperfectos. Se 
incluyen en este grupo aquellos hongos en los que sólo se conocen procesos de 
multiplicación vegetativa. Sin embargo, la mayoría de esas especies están emparentadas 
con los ascomicetes. 


Z: Microbiología y alimentos 


Hay varios mecanismos empleados para proteger a los alimentos contra los 
microorganismos y otros agentes responsables de su deterioro para permitir su futuro 
consumo. Los alimentos en conserva deben mantener un aspecto, sabor y textura 
apetitosos, así como su valor nutritivo original. Hay muchos agentes que pueden destruir 
las peculiaridades sanas de la comida fresca. Los microorganismos, como las bacterias y los 
hongos, estropean los alimentos con rapidez. Las enzimas, que están presentes en todos 
los alimentos frescos, son sustancias catalizadoras que favorecen la degradación y los 
cambios químicos que afectan, en especial, la textura y el sabor. 


El oxígeno atmosférico puede reaccionar con componentes de los alimentos, que se pueden 
volver rancios o cambiar su color natural. No hay ningún método de conservación que 
ofrezca protección frente a todos los riesgos posibles durante un periodo ilimitado de 
tiempo. Los alimentos enlatados almacenados en la Antártida cerca del polo sur, por 
ejemplo, seguían siendo comestibles al cabo de 50 años, pero esta conservación a largo 
plazo no puede producirse en el cálido clima de los trópicos. Además del enlatado y la 
congelación, existen otros métodos tradicionales de conservación como el secado, la 
salazón y el ahumado. La desecación por congelación o liofilización es un método más 
reciente. Entre las nuevas técnicas experimentales se encuentran el uso de antibióticos y la 
exposición de los alimentos a la radiación nuclear. La congelación conserva los alimentos 
impidiendo la multiplicación de los microorganismos. Dado que el proceso no destruye a 
todos los tipos de bacterias, aquellos que sobreviven se reaniman en la comida al 
descongelarse y a menudo se multiplican mucho más rápido que antes de la congelación. 


La congelación impide la multiplicación de los microorganismos (bacterias y hongos 
microscópicos). Por el contrario, las enzimas, cuya actividad degrada los alimentos, sí se 
mantienen activas en condiciones de congelación, aunque su actividad es mucho más lenta. 
Por eso las legumbres frescas suelen blanquearse o hervirse antes de congelarlas, con el fin 
de inactivar estas sustancias e impedir que el sabor se degrade. También se ha propuesto 
blanquear el pescado para destruir las bacterias resistentes al frío que viven en las escamas. 
Los métodos de congelación de los productos cárnicos dependen del tipo de carne y del 
corte. 


El cerdo, por ejemplo, se congela justo después del sacrificio, mientras que el buey se cuelga 
durante varios días dentro de una cámara fría para hacerlo más tierno. Existen una serie de 
características que comparten todos los microorganismos y que suponen ciertas ventajas 
para su uso en la industria. la más fundamental, el pequeño tamaño de la célula microbiana 
y su correspondiente alta relación de superficie a volumen. Esto facilita el rápido transporte 
de nutrientes al interior de la célula y permite, por consiguiente, una elevada tasa 
metabólica. Así, la tasa de producción de proteína en las levaduras es varios órdenes de 
magnitud superior que, en la planta de soja, que, a su vez, es 10 veces más alta que en el 
ganado. 


Esta velocidad de biosíntesis microbiana extremadamente alta permite que algunos 
microorganismos se reproduzcan en tan solo 20 minutos (Escherichia coli). Los ambientes 
capaces de albergar vida microbiana son muy variados. Se han encontrado especies que 
viven a temperaturas comprendidas entre el punto de congelación del agua y el punto de 
ebullición, en agua salada y dulce, en presencia y en ausencia de aire. Algunos han 
desarrollado ciclos de vida que incluyen una fase de latencia en respuesta a la falta de 
nutrientes: en forma de esporas permanecen inactivos durante años hasta que el medio 
ambiente, más favorable, permita el desarrollo de las células. Los microorganismos se 
hallan capacitados para acometer una extensa gama de reacciones metabólicas y adaptarse 
así a muchas fuentes de nutrición. Versatilidad que hace posible el que las fermentaciones 
industriales se basen en nutrientes baratos. 
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Un microorganismo de uso industrial debe producir la sustancia de interés; debe estar 
disponible en cultivo puro; debe ser genéticamente estable y debe crecer en cultivos a gran 
escala. Otra característica importante es que el microorganismo industrial crezca 
rápidamente y produzca el producto deseado en un corto período de tiempo. El 
microorganismo debe también crecer en un relativamente barato medio de cultivo 
disponible en grandes cantidades. Además, un microorganismo industrial no debe ser 
patógeno para el hombre o para los animales o plantas. Un requisito importante es la 
facilidad de separar las células microbianas del medio de cultivo; la centrifugación es 
dificultosa o cara a gran escala. Los microorganismos industriales más favorables para esto 
son aquellos de mayor tamaño celular (hongos filamentosos, levaduras y bacterias 
filamentosas) ya que estas células sedimentan más fácilmente que las bacterias unicelulares 
e incluso son más fáciles de filtrar. 


Los microorganismos que sintetizan productos útiles para el hombre representan, como 
máximo, unos pocos centenares de especies de entre las más de 100.000 descriptas en la 
Naturaleza. Los pocos que se han encontrado con utilidad industrial son apreciados por 
elaborar alguna sustancia que no se puede obtener de manera fácil o barata por otros 
métodos. Las levaduras se vienen utilizando desde hace miles de años para la fabricación 
de pan y bebidas alcohólicas. La levadura que sin duda fue la primera y aún hoy en día sigue 
siendo la más utilizada por el hombre es Saccharomyces 
cerevisiae de la que se emplean diferentes cepas para la 
fabricación de cerveza, vino, sake, pan y alcoholes industriales. 


Kluyveromyces fragilis es una especie fermentadora de la lactosa 
que se explota en pequeña escala para la producción de alcohol a 
partir del suero de la leche. Yarrowia lipolytica es una fuente 
industrial de ácido cítrico. Trichosporum cutaneum desempeña 
un importante papel en los sistemas de digestión aeróbica de 
aguas residuales debido a su enorme capacidad de oxidación de 
compuestos orgánicos, incluidos algunos que son tóxicos para 
otras levaduras y hongos, como los derivados fenólicos. Los 
hongos tienen una gran importancia económica, no tan sólo por 
su utilidad, sino también por el daño que pueden causar. Los hongos son responsables de 
la degradación de gran parte de la materia orgánica de la Tierra, una actividad 
enormemente beneficiosa ya que permite el reciclaje de la materia viva. Por otro lado, los 
hongos causan gran cantidad de enfermedades en plantas y animales y pueden destruir 
alimentos y materiales de los que depende el hombre. Los efectos perjudiciales de los 
hongos están contrarrestados por su utilización industrial. 


Los hongos son la base de muchas fermentaciones como la combinación de soja, 
habichuelas, arroz y cebada que dan lugar a los alimentos orientales: miso, shoyu y tempeh. 
Los hongos son también la fuente de muchas enzimas comerciales (amilasas, proteasas, 
pectinasas), ácidos orgánicos (cítrico, láctico), antibióticos (penicilina), quesos especiales 
(Camembert, Roquefort) y, evidentemente, de las setas. 
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En contra de la idea de que todos los microorganismos son dañinos, los yogures y los quesos 
son ejemplos de alimentos a los que se añaden éstos para, por ejemplo, agriar la leche y 
producir yogur, u obtener la cubierta blanca característica del queso Brie o el color azul del 
queso Roquefort. De un tamaño más o menos similar es el sector de frutas y verduras, en 
el que los productos pueden no haber sufrido 
ninguna alteración o estar enlatados, congelados, 
refrigerados o fritos. Actualmente, existen muchos 
otros productos químicos que se obtienen por 
fermentación (un término técnicamente restringido 
alos procesos que ocurren en ausencia de aire, como 
la producción de alcohol por levaduras, aunque este 
término a menudo se utiliza de forma más amplia). 
Estos productos incluyen el ácido oxálico utilizado en 
tintes y colorantes, el ácido propenoico (ácido 
acrílico) utilizado como intermediario en la 
producción de plásticos, o el ácido láctico empleado 
para acidificar alimentos y como anticongelante. 

Los microorganismos se han usado, así mismo, en la obtención de diferentes enzimas 
utilizadas para aplicaciones tan diversas, como la eliminación de manchas en los tejidos 
(gracias a la incorporación de enzimas en los detergentes que atacan proteínas y ácidos 
grasos), o la conversión de harina de maíz en sirope (utilizado para endulzar refrescos, 
galletas y pasteles). 


3. Metabolismo microbiano 


Las bacterias que pueden presentarse en el agua de consumo y en los alimentos crudos y/o 
cocidos, son microorganismos de una organización celular simple y se encuentran solos o 
agrupados; constan de una pared rígida que además de otorgar una forma característica 
para cada familia bacteriana, le permitirá a las mismas colorearse o no con determinadas 
substancias que nos orientarán a priori sobre qué género de bacteria está contaminando la 
muestra. Dichos contaminantes, bajo condiciones favorables de pH, temperatura y 
nutrientes, desarrollan un crecimiento explosivo. 


Amplios grupos de microorganismos, desarrollan en estrechos rangos de pH que van entre 
los 6,60 a los 7,50 como valores extremos promedio, excepto los mohos y levaduras que 
prácticamente abarcan la escala de O a 14. Un alimento tiene una composición microbiana 
constante, únicamente cuando ha intervenido un factor externo (congelación o 
deshidratación) o cuando se han agotado todos los elementos nutritivos o, una vez que, la 
acumulación de productos metabólicos finales ha llegado a un nivel que determina la 
inhibición de todo crecimiento. Hasta que se llega a la etapa de estabilización, la 
composición cualitativa y cuantitativa de la microflora está cambiando constantemente. 
Cada alimento tiene, en un momento dado, un perfil microbiano característico, 
comenzando por la "flora inicial", correspondiente a la recolección o sacrificio, que va 
aumentando a lo largo del transporte, elaboración y almacenamiento. 
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Curva de Crecimiento Microbiano en función del tiempo 
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El microambiente específico de cada alimento, en particular y, las acciones estimuladoras o 
inhibidoras, que ejercen unos microorganismos sobre otros, influirán en el resultado final. 
Existen ciertas condiciones que favorecen el desarrollo de microfloras específicas e inhiben 
la presencia de otras; estas condiciones se traducen en factores intrínsecos, de elaboración 
y extrínsecos. Las bacterias responsables de las enfermedades transmitidas por los 
alimentos tienen una temperatura óptima de crecimiento de 372 C. Pese a todo, pueden 
crecer a una velocidad considerable en un rango de temperatura que se halla entre los 52 
C Y 65? C. Fuera de este rango su capacidad reproductora se ve muy disminuida. A 1002 C 
(ebullición) las bacterias comienzan a morir y por debajo de 52 C (refrigeración) su 


crecimiento es más lento; a los 0” C (congelación) quedan en estado latente pero no 
mueren. 


Y Los psicrótrofos: crecen a T? de refrigeración (- 5” C) y a óptimas de 20 — 30” C (CI. 
botulinum). 

Y” Los psicrófilos crecen a T? de refrigeración con óptimas de 10 — 15” C (Listeria sp). 

Y” Los mesófilos crecen entre los 30 y 402C (Enterobacterias). 

Y” Los termótrofos crecen entre 42 y 50” C (Escherichia coli). 

Y 


Los termófilos crecen entre 50 y 90” C (Bacilo estearotermófilo). 


Las bacterias como todos los seres vivos, necesitan alimentarse para poder desarrollarse. 
Prefieren alimentos con un alto contenido de proteínas y humedad tales como carnes rojas, 
pollos, pescados o productos lácteos. La humedad del agua en algunos alimentos va de 
fuera a dentro o al revés. Si la humedad relativa atmosférica es igual a la del alimento se 
conserva inalterado. Si la humedad relativa del alimento es < que la humedad relativa 
atmosférica el alimento se seca (EJ: Jamón de York o Jamón cocido). 
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Si la humedad relativa atmosférica es > que la humedad relativa del alimento: se humedece 
el alimento y pueden crecen hongos (galletas, pan). Para preservar la contaminación de los 
alimentos; guardar bajo condiciones ambientales restrictivas. Cuando se almacenan bajo 
condiciones restrictivas se retrasa el deterioro del alimento al reducirse el crecimiento 
microbiano. 


Los factores intrínsecos son inherentes a los alimentos e influyen en el crecimiento 
microbiano. Corresponden a características químicas, físicas y bioquímicas (nutrientes, 
factores antimicrobianos naturales, pH, Aw y Eh). Sus efectos combinados determinaran la 
selección de la porción de la flora inicial capaz de sobrevivir o crecer; los microorganismos 
que no pueden competir en ese ambiente, son eliminados gradualmente. Por ejemplo, la 
mayor parte de las bacterias gram-negativas, que originalmente se encuentran en gran 
cantidad en las plantaciones, no sobreviven en los frutos cítricos, debido al pH claramente 
desfavorable. Por lo tanto, su alteración está producida por mohos, levaduras o 
microorganismos gram positivos, que únicamente se encontraban, en la flora inicial, en 
proporciones menores. Los nutrientes se han de encontrar en forma que puedan ser 
utilizables o degradables por los microorganismos. Algunas estructuras son resistentes al 
ataque microbiano y solamente pueden ser degradadas por microorganismos con enzimas 
específicos. 


La mayoría de los microorganismos alterativos no son exigentes en cuanto a sus nutrientes. 
Se ha venido considerando que, la alteración de los alimentos ricos en proteínas es el 
resultado del ataque de las enzimas bacterianas proteolíticos, que liberan aminas y 
péptidos de bajo peso molecular; pero actualmente se sabe que, el desarrollo microbiano 
en carne conservada en condiciones aeróbicas, no da lugar a una descomposición proteica 
significativa, hasta que no se alcanza un avanzado estado de alteración. El crecimiento 
bacteriano inicial se produce a expensas de la glucosa y ribosa y, continúa utilizando los 
lactatos y aminoácidos. 


Únicamente, ciertos grupos de microorganismos especiales tienen un potencial enzimático 
suficiente para atacar estructuras biológicas complejas y dar lugar a alteraciones. Por 
ejemplo, los estados de degradación iniciales de muchos tejidos vegetales, sólo pueden ser 
producidos por microorganismos que segregan celulasas o pectinasas. Estas enzimas 
despolimerizan los polisacáridos de la pared celular y liberan compuestos metabolizables 
de peso molecular bajo, que pueden ser utilizados por otros microorganismos. Ciertas 
proteínas (queratina o elastina) son muy resistentes a la degradación por enzimas 
microbianas. Otras, como el colágeno, son descompuestas por la colagenasa, que sólo la 
producen muy pocos microorganismos (Pseudomonas sp, Clostridium perfringens y otros 
clostridios patógenos). 


Las proteínas y péptidos solubles se degradan mucho más fácilmente. Como resultado de 
este proceso de degradación se puede llegar a establecer un patrón particular de 
aminoácidos libres. Una vez que las proteínas han sido fragmentadas por la flora 
proteolítica, en elementos de peso molecular bajo, estos son fácilmente utilizados por la 
flora restante. 
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Algunas especies liberan aminoácidos, que pueden ser asimilados por otros 
microorganismos, de tal modo que, llegan a establecerse asociaciones de dependencia. 
Otros producen péptidos de carácter estimulante. Por ejemplo, Streptococcus thermophilus 
da lugar, en el yogur, a péptidos, que utiliza Lactobacillus bulgaricus. Muchos 
microorganismos alterativos (Pseudomonas y Bacillus sp), así como la mayor parte de los 
mohos y algunas levaduras y enterobacterias producen enzimas lipolíticas, que hidrolizan 
las grasas. La proteólisis y glucólisis son actividades metabólicas esenciales de muchos 
organismos alterativos, mientras que, la lipólisis es menos frecuente. Existen dos razones 
que avalan esta idea. Primera, la proteólisis y glucólisis se llevan a cabo mucho más 
rápidamente, porque los sustratos de proteínas y carbohidratos son, casi siempre, solubles 
y, por lo tanto, más fácilmente accesibles a los enzimas microbianos intra y extracelulares. 
Segunda, las grasas son relativamente insolubles, por lo que las porciones directamente 
accesibles a los enzimas extracelulares de los microorganismos alterativos son 
generalmente muy pequeñas, estando inicialmente limitadas a la superficie de la monocapa 
de las partículas grasas. En algunas emulsiones alimentarias "agua en aceite", la 
distribución de los microorganismos en las gotitas grasas aisladas está hecha de tal forma 
que, la mayor parte del lípido no es accesible a los enzimas microbianos. 


De hecho, el deterioro oxidativo de las grasas está originado principalmente por factores 
físicos y químicos, siendo raro el enranciamiento microbiano. No obstante, la lipólisis lenta, 
efectuada por los microorganismos, contribuye a la obtención de los típicos sabores de 
ciertos quesos (Roquefort, Gorgonzola) y de algunos productos cárnicos desecados y 
fermentados de forma natural, como el salame. La actividad lipásica es importante, en 
relación con las modificaciones del sabor, sólo como una primera etapa de una serie de 
reacciones. No existe correlación entre la producción de lipasas y la actividad oxidativa de 
los microorganismos. 


El contenido vitamínico de los alimentos no constituye un factor importante que pueda 
influir en la presentación de alteraciones, por lo que la pérdida de vitaminas en los 
alimentos, raramente, evita o retrasa su deterioro. No obstante, existen excepciones. Así, 
en los huevos los mecanismos antimicrobianos incluyen la unión de la biotina a la avidina, 
que disminuye la capacidad alterativa de los microorganismos. Todos los alimentos 
contienen minerales en cantidades excesivas, en relación con los que los microorganismos 
requieren para su crecimiento. 


En sustratos totalmente exentos de minerales no es posible el crecimiento de 
microorganismos y los zumos de frutas, completamente desmineralizados por intercambio 
iónico, son más resistentes a las levaduras que los productos no tratados. Ciertos alimentos 
contienen constituyentes microbianos; estos constituyentes se han encontrado en algunos 
tejidos vegetales, como especias, cebollas, ajos, berros y perejil, así como frutas (uvas). Las 
frambuesas contienen ácido salicílico, las bayas del fresno, ácido sórbico, y los frutos 
cítricos, aceites antibacterianos. Existen actividades antimicrobianas en alimentos de 
origen animal, sobre todo en la sangre (complemento, properdina, lisozima, histona, 
protamina y hematina). 
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El calostro, leche, saliva, leucocitos y algunos otros fluidos y tejidos tienen un sistema 
antimicrobiano eficaz, en el que la peroxidasa (lactoperoxidasa de la leche) cataliza la 
peroxidación de sustancias de bajo peso molecular (como el tiocianato) para formar 
productos que inactivan a los microorganismos. Los huevos de gallina contienen lisozima, 
que lisa ciertas clases de bacterias. El crecimiento y multiplicación de los microorganismos 
están influidos por la estructura o estado físico de los alimentos; por ejemplo, el estado 
líquido o congelado del agua tisular, la distribución de la fase acuosa de las emulsiones y la 
presencia de barreras biológicas (cáscara y membranas de los huevos, escamas del pescado 
y piel de las aves). La actividad antimicrobiana de las enzimas tisulares se reduce o, incluso 
se destruye, por tratamiento térmico. La congelación puede liberar importantes cantidades 
de lisozima de los tejidos animales e inhibir el crecimiento de los microorganismos, 
utilizados para detectar residuos de antibióticos u otras sustancias inhibidoras, en la 
inspección de carnes. En consecuencia, se pueden obtener resultados positivos falsos. En 
la mayor parte de los casos, sus efectos quedan limitados a determinados grupos de 
microorganismos. Algunos componentes pueden anular los efectos de otros. 


En este sentido, ciertos cationes divalentes contrarrestan los efectos inhibidores de los 
ácidos grasos de cadena larga. Todos los factores que influyen en la colonización, 
supervivencia y crecimiento microbiano durante la preparación de los alimentos, se 
denominan factores de elaboración. Estos factores pueden inhibir o, incluso destruir, parte 
O la totalidad de la población. Por otro lado, los componentes individuales de la flora están, 
en ciertos aspectos, de tal modo favorecido que producen cambios en el perfil 
microbiológico. Los factores extrínsecos, están representados por factores ambientales, 
como temperatura de almacenamiento, presión de vapor del agua y presiones parciales de 
los gases de almacenamiento, que seleccionan una flora particular. 


a. pH 


El desarrollo microbiano determina la alteración o la enfermedad de origen alimentario que 
es, a su vez, una combinación de factores intrínsecos, de elaboración y extrínsecos, que son 
independientes. En estado natural, la mayoría de los alimentos, como carnes, pescados y 
productos vegetales, son ligeramente ácidos. La mayor parte de las frutas son bastante 
ácidas y solo algunos alimentos, como la clara de huevo, por ejemplo, son alcalinos. Para 
preservar los alimentos, durante miles de años se ha venido aumentando su acidez, bien 
de manera natural, por fermentación, o artificial, por adición de ácidos débiles, con lo que 
se consigue inhibir la proliferación microbiana. 


La acidez puede ser un factor básico en la preservación. como en el caso de algunos 
alimentos fermentados tales como el yogur, la col fermentada o los pepinillos en vinagre, o 
tener un papel auxiliar, cuyo efecto se combina con el de otros factores tales como 
conservadores químicos, calor o actividad de agua (Aw). El pH de un alimento es uno de los 
principales factores que determinan la supervivencia y el crecimiento de los 
microorganismos durante el procesado, el almacenaje y la distribución. 
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Como el efecto de algunos otros factores, de los que se habla en este volumen, depende 
en parte del pH y es a veces difícil separar el efecto del pH per se y el de otros factores 
influidos por el pH. Así, por ejemplo, los microorganismos se ven afectados por el nivel de 
iones H* libres (o sea, el pH per se) y, además, por la concentración de ácido débil no 
disociado, la cual a su vez depende del pH. 


El pH de un alimento es uno de los principales factores que determinan la supervivencia y 
el crecimiento de los microorganismos durante el procesado, el almacenaje y la 
distribución. Como el efecto de algunos otros factores, de los que se habla en este volumen, 
depende en parte del pH y es a veces difícil separar el efecto del pH per se y el de otros 
factores influidos por el pH. Así, por ejemplo, los microorganismos se ven afectados por el 
nivel de ¡ones H* libres (o sea, el pH per se) y, además, por la concentración de ácido débil 
no disociado, la cual a su vez depende del pH. 

Las características físicas del producto determinan cual ha de ser en cada caso el 
procedimiento más adecuado para preparar la muestra y medir su pH. Para alimentos 
líquidos o semilíquidos de consistencia homogénea, basta con sumergir en la muestra el 
extremo del electrodo y asegurarse de que el contacto sea completo. 
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Los alimentos que contienen partículas sólidas han de ser homogeneizados antes de tomar 
la muestra, para poder medir el pH global. Algunos alimentos no son homogéneos y 
presentan gradientes de pH entre la superficie y el centro de la pieza o partícula (es el caso, 
por ejemplo, de algunos productos vegetales durante el proceso de encurtido). Las 
diferencias de pH en distintos puntos de la muestra son reflejo de su naturaleza y tamaño. 
Para medir el pH de una superficie húmeda (como la de filetes de carne o pescado, por 
ejemplo) basta con aplicar los dos electrodos con suficiente presión como para obtener una 
lectura en el pHmetro; la medida corresponde al pH existente en la superficie del electrodo 
de vidrio, mientras que el electrodo de calomelano sirve sólo para establecer contacto 
eléctrico. En determinadas circunstancias, por ejemplo, cuando se trata de alimentos muy 
ácidos o fuertemente tamponados, el título de la acidez puede ser más útil que el empleo 
del pHmetro. 
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Una proporción sustancial del ácido débil en solución se 
encuentra en forma no disociada, por lo que no contribuye 
directamente al pH, que sólo indica concentración de protones, 
no concentración total de ácido. Existen dos tipos de 
conservadores ácidos: 

e Los ácidos fuertes (como el clorhídrico o el fosfórico), 
cuyo efecto consiste en bajar considerablemente el pH, 
proporcionando una concentración externa de protones 
muy elevada, que determina la acidificación del medio 
interno celular. Tales condiciones son normalmente 
inaceptables en alimentos, pero permisibles en bebidas 
carbónicas, en las que se emplea el ácido fosfórico como 
acidulante. 

e Los ácidos débiles lipofílicos, que provocan la entrada de protones a través de la 
membrana celular, acidificando el interior de la célula e inhibiendo el transporte de 
nutrientes. 

Algunos ácidos se disocian dando lugar a aniones (lactato o citrato, por ejemplo) que la 
célula es capaz de transportar y cuya presencia por tanto no inhibe el metabolismo 
energético. Otros ácidos, como el acético o el fórmico, son eficaces conservadores debido 
a que no sólo son buenos conductores de protones, sino que además pueden dar lugar a 
concentraciones intracelulares de sus aniones que ejercen acción inhibitoria. 


Los ¡ones potenciadores de ácidos, tales como el sulfito o el nitrito (las sales de ácidos 
minerales débiles), que resultan altamente inhibitorios a pH bajo. Las células de diferentes 
especies microbianas muestran muy distinta tolerancia a la acidificación interna o a la 
acumulación de aniones y sus membranas presentan distintas características en cuanto a 
permeabilidad de ácidos lipofílicos. A partir de una flora mixta, la acidez puede actuar como 
agente selector de un componente de la población inicial que sea particularmente 
tolerante. Las levaduras y los lactobacilos resultan a menudo seleccionados por efecto de 
los pH bajos. 


b. aW (Actividad de agua) 


Los microorganismos, asimismo, requieren la presencia de agua, en una forma disponible, 
para que puedan crecer y llevar a cabo sus funciones metabólicas. La mejor forma de medir 
la disponibilidad de agua es mediante la actividad de agua (Aw o aw). La aw de un alimento 
puede reducirse aumentando la concentración de solutos en la fase acuosa de los alimentos 
mediante la extracción del agua o mediante la adición de solutos. Algunas moléculas del 
agua se orientan en tomo a las moléculas del soluto y otras quedan absorbidas por los 
componentes insolubles de los alimentos. En ambos casos, el agua queda en una forma que 
es menos reactiva. La deshidratación es un método de conservación de los alimentos 
basado en la reducción de la aw, lo que se consigue eliminando el agua de los productos. 
Durante el curado y salazonado, así como en el almíbar y otros alimentos azucarados son 
los solutos los que, al ser añadidos, descienden la aw. 
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Un pequeño descenso de la aw es a menudo suficiente para evitar la alteración de los 
alimentos siempre que esta reducción sea potenciada por otros agentes tal como ocurre 
con los nitritos en muchas carnes curadas y con los componentes del humo en los alimentos 
ahumados, salazonados y desecados. La aw de un alimento o solución se define como la 
relación entre la presión de vapor del agua del alimento (p) y la del agua pura (po) a la 
misma temperatura. A medida que una solución se concentra. la presión de vapor 
disminuye y la aw va descendiendo a partir de un valor máximo de 1 para el agua pura (en 
ausencia de capilares o fuerzas de adsorción). La aw está relacionada con el punto de 
congelación y con el de ebullición, así como con la humedad relativa en equilibrio (ERH) y 
la presión osmótica. Los datos ofrecidos anteriormente permiten predecir la aw de una 
solución sencilla de composición conocida pero la relación entre la composición de un 
alimento y su aw es mucho más compleja. Para conocer estas relaciones lo habitual es 
determinar los valores de la aw del alimento a diferentes concentraciones de agua, los que 
se representan gráficamente con el fin de obtener la isoterma de absorción de agua. 


Los factores que reducen la presión de vapor de agua en los alimentos y, por tanto, la aw 
son los siguientes: la adsorción de las moléculas de agua a las superficies, las fuerzas 
capilares y las sustancias disueltas que se han mencionado anteriormente. Normalmente 
se acepta que la primera subida de la isoterma representa la adsorción del agua que forma 
una monocapa de moléculas en los lugares de adsorción del producto sólido. Al añadir más 
agua, la isoterma aumenta rápidamente de nuevo a medida que los solutos se disuelven y 
se llenan los espacios capilares. Estos fenómenos se solapan y algunos, realmente, pueden 
no estar representados en la isoterma. En estos casos puede no evidenciarse la monocapa 
en los alimentos que contengan poco material estructural al mismo tiempo que las fuerzas 
capilares pueden tener poca influencia. Para muchos alimentos, la isoterma obtenida por 
adsorción de agua a un producto seco difiere de la hallada secando un alimento húmedo. 
Este efecto se denomina histéresis y la parte divergente de las isotermas se le llama 
"espacio" de histéresis. 


En la práctica, la mayoría de los alimentos con una baja aw se preparan por desorción del 
agua, es decir, deshidratándolos. Por ello, la isoterma de desorción es la más importante y 
la histéresis no presenta problema alguno. Sin embargo, la situación puede ser más 
complicada cuando se formulan ciertos alimentos, los que poseen un grado de humedad 
intermedio (aw = 0,60 - 0,90) en los que se mezclan ingredientes con valores de aw distintos. 
En los alimentos que muestran un marcado grado de histéresis a altos niveles de aw, los 
microorganismos pueden crecer más rápidamente, a iguales aw, en los sistemas ajustados 
por desorción que en aquellos preparados por un proceso de adsorción. La actividad de 
agua depende de la temperatura dado que ésta influye también sobre la presión de vapor 
de agua de las soluciones, pero el efecto es pequeño con la mayoría de los solutos salvo 
que las soluciones sean saturadas. En tales casos, las cantidades de algunas sustancias de 
la solución, y por tanto la aw, pueden variar marcadamente con la temperatura. A 
temperaturas inferiores a las del punto de congelación de una solución o alimento, la 
presión de vapor del agua líquida disminuye al descender la temperatura. La aw de una 
solución o alimento congelados es función de la temperatura presentando un valor de 0,953 
a -5£C; de 0,907 a -10%C; de 0,864 a -15*C y de 0,823 a -20*C. 
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c. T” (Temperatura) 


El hombre ha aprendido a lo largo de los siglos, por vía empírica, a explotar las temperaturas 
extremas para la conservación de sus alimentos. Observó que enfriándolos se retrasaba su 
alteración; que manteniéndolos en estado congelado se conservaban durante largos 
periodos de tiempo; que el calentamiento eliminaba los agentes de la alteración de origen 
microbiano y que, si se evitaba la recontaminación mediante un envasado adecuado, los 
alimentos térmicamente tratados podían con servarse incluso a la temperatura ambiente. 
Del mismo modo, averiguó que algunos alimentos, mantenidos a la temperatura ambiente, 
sufren modificaciones de sus propiedades organolépticas, pero siguen siendo aptos para el 
consumo y se tornan considerablemente más estables. Así se fue desarrollando una amplia 
variedad de alimentos fermentados, muchos de ellos asociados en su origen a una 
determinada raza y a los alimentos frescos localmente disponibles. La sociedad moderna 
consume cientos de productos fermentados que, pese a que un buen número de ellos se 
han visto favorecidos por la aplicación de los conocimientos científicos, recientemente 
descubiertos, siguen siendo esencialmente idénticos a los que se consumían hace varias 
generaciones. 


Las fermentaciones generalmente implicadas son la láctica y la alcohólica, o una 
combinación de ambas. Si el alimento original contiene un azúcar fermentescible y se 
encuentra moderadamente salado es probable que se produzca una fermentación láctica 
Si su sabor es ácido, lo esperable es una fermentación alcohólica. En cualquier caso, para 
conseguir las características deseadas en el producto fermentado de que se trate, resulta 
esencial el control de la temperatura, generalmente un ambiente frío. A lo largo de milenios 
de la historia de la humanidad, sólo las dos últimas generaciones han sido capaces de 
capitalizar para la conservación y las fermentaciones de los alimentos los principios 
científicos en que estos procesos se basan. El control y la manipulación de la temperatura 
se encuentran entre los factores más críticos precisos para el logro de un suministro 
alimenticio que reúna las propiedades sanitarias organolépticas correctas. 


La temperatura el más importante de los factores ambientales que afectan a la viabilidad y 
el desarrollo microbianos. Aunque el crecimiento microbiano es posible entre alrededor de 
-8 y hasta +902 C, el rango de temperatura que permite el desarrollo de un determinado 
microorganismo rara vez excede de los 372 C. Dentro de este rango, la temperatura afecta 
a la longitud de la fase de latencia, a la velocidad de crecimiento, al número final de células, 
a las necesidades nutritivas y a la composición química y enzimática de las células. Cualquier 
temperatura por encima de la máxima de crecimiento de un determinado microorganismo 
resulta letal para el mismo, y cuanto más elevada sea la temperatura en cuestión tanto más 
rápida será la pérdida de viabilidad. 


Sin embargo, la letalidad de cualquier exposición a una determinada temperatura por 


encima de la máxima de crecimiento depende de la termorresistencia que es 
fundamentalmente una característica del microorganismo considerado. 
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Los microorganismos sobreviven a temperaturas inferiores a la mínima de crecimiento. Los 
efectos letales de la refrigeración y la congelación dependen del germen considerado, del 
microambiente y de las condiciones de tiempo y temperatura de almacenamiento. Algunos 
microorganismos permanecen viables durante largos periodos de tiempo si se mantienen 
congelados a temperaturas suficientemente bajas. Tras un periodo de ajuste o adaptación 
al ambiente (fase de latencia) comienza el crecimiento que se acelera hasta alcanzar una 
etapa de multiplicación rápida y constante, de crecimiento exponencial, denominada fase 
logarítmica o exponencial. 


Example: 'Hyperthermophile Pera 
Bacillus stearothermophilus Example: xample: 


[Mesophile! Thermococcus celer  Pyrolobus fumarii 
Example: 


Escherichia coli 


Growth rate 


pa e: 


Polaromonas vacuolata 


0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 


Temperature (*C) 


La depleción de nutrientes y el acúmulo de metabolitos tóxicos termina frenando la 
velocidad de crecimiento hasta que alcanza un punto en el que muertes y divisiones 
celulares se igualan, permaneciendo así la población constante durante un periodo al que 
se conoce con el nombre de fase estacionaria. A esta fase en la que la población es máxima, 
sigue otra en la que va progresivamente decreciendo a causa de las muertes celulares. La 
influencia de la temperatura sobre la actividad microbiana es más acusada en los alimentos 
húmedos, es decir a actividades de agua (aw) superiores a 0,85. La mayor parte de las 
bacterias son incapaces de seguir creciendo a actividades de agua inferiores. A las 
temperaturas más elevadas, hay un rango en el que la velocidad de crecimiento, tiempo de 
generación, se mantiene relativamente estable (óptimo de crecimiento); este rango se halla 
en torno a 20 — 302 C para los psicrótrofos y 35 — 45” C para los mesófilos. A temperaturas 
sólo ligeramente superiores a las que son precisas para un crecimiento óptimo se da una 
inhibición del mismo. Las bacterias termófilas responden de un modo similar, pero su 
gráfica de crecimiento se encuentra sustancialmente desplazada hacia la derecha. La 
naturaleza de la respuesta a cualquier temperatura dada se ve profundamente afectada por 
el tiempo de exposición a la misma. El crecimiento en un ambiente confinado, incluso a la 
temperatura óptima, cesa llegado un momento determinado a causa del gradual 
agotamiento de nutrientes. 
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En atención a sus rangos de temperatura de crecimiento, pueden distinguirse cuatro grupos 
fisiológicos fundamentales de bacterias: termófilas, mesófilas, psicrófilas y psicrotrofas. 
Los microorganismos mesófilos, muchos de origen humano o animal incluyendo los 
patógenos y numerosos tipos de los que alteran los alimentos prefieren temperaturas 
moderadas; ofrecen un óptimo que generalmente se encuentra entre los 30 y 452 C y una 
temperatura mínima de crecimiento que suele hallarse entre 5 y 10% C. En un medio 
favorable, el tiempo de generación de muchos mesófilos a la temperatura óptima es de 0,5 
horas, o aún menos. 


En los termófilos la totalidad de la gráfica que relaciona el crecimiento con la temperatura 
se halla desplazada hacia el rango de temperatura más alto. La temperatura para un 
crecimiento óptimo suele hallarse entre 55 y 652 C y en algunos casos es de hasta 75 — 902 
C; la mínima se encuentra hacia los 352 C. Todavía persiste cierta confusión con respecto al 
término psicrófilo. Utilizando los mismos criterios que nos han servido para definir los 
microorganismos mesófilos y termófilos, es lógico definir los psicrófilos en términos de su 
temperatura óptima de crecimiento, que debe ser claramente distinta de las de los dos 
citados grupos. Muchos autores, sin embargo, han clasificado como psicrófilos a todos 
aquellos microorganismos que son capaces de crecer a 02 C, sin tener en cuenta cual sea su 
temperatura óptima. Otros distinguen a los microorganismos que toleran las bajas 
temperaturas en psicrófilos obligados, con óptimos inferiores a 202 C y psicrófilos 
facultativos con temperaturas óptimas más altas. Reclama más consistencia en la definición 
que estima debe estar basada en la temperatura óptima; así denomina psicrófilos a los 
microorganismos que tienen una temperatura Óptima de crecimiento alrededor de, o 
inferior a 152C y una máxima de alrededor de 202C o menos. 


Los auténticos psicrófilos abundan en los ambientes fríos más de lo que al comienzo se 
pensaba, especialmente en aquellos lugares en los que se mantiene constantemente una 
temperatura baja. De hecho, el ambiente predominante de la biosfera es frío, dado que las 
regiones polares y los océanos (95 % en volumen por debajo de 52C) representan el 14 y el 
71 % de la superficie del planeta, respectivamente. Al aislar psicrófilos es preciso cuidar de 
un modo especial de evitar la exposición a temperaturas superiores a 10%C, Al olvido o al 
desconocimiento de este hecho se deben pasados fallos en la detección de un gran número 
de psicrófilos. 


En la Tecnología de los Alimentos los microorganismos psicrófilos son menos importantes 
que los psicrótrofos, en virtud de su mayor sensibilidad a las temperaturas elevadas. Los 
auténticos psicrófilos son generalmente de origen marino siendo en este hábitat en el que 
mayor interés cobran y comprenden solo unos pocos géneros. Como crecen mejor a 
temperaturas moderadas, pueden considerarse como un subgrupo de los mesófilos capaz 
de desarrollarse a temperaturas inferiores a la mínima tolerada por la mayoría de los 
mesófilos. 


Entre los psicrótrofos se incluyen bacterias Gram positivas y Gram negativas; aeróbicas, 
anaeróbicas, y anaeróbicas facultativas; carentes y provistas de movilidad; esporuladas y 
no esporuladas. El grupo comprende numerosas especies pertenecientes a no menos de 27 
géneros. 
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También se encuentran cepas psicrótrofas de levaduras y mohos pertenecientes a géneros 
tan importantes como Penicillium y Aspergillus. Temperaturas de refrigeración son aquellas 
próximas, pero superiores, al punto de congelación de los alimentos, habitualmente se 
consideran como tales las incluidas en el rango - 1 +72C. El efecto de la refrigeración sobre 
la microflora de un determinado alimento depende de la temperatura y el tiempo de 
almacenamiento, así como de las características fisiológicas de los microorganismos 
implicados. A medida que la temperatura desciende por debajo del óptimo, el crecimiento 
se hace más lento y finalmente se detiene. 


En el rango próximo a la temperatura de crecimiento, aumenta rápidamente la fase de 
latencia, tanto más cuanto más baja sea la temperatura, aproximándose finalmente a 
infinito. En el Cladosporium herbanm, un hongo extremadamente tolerante a las bajas 
temperaturas, la fase de latencia oscila entre un día a la temperatura ambiente y 18 días a 
-52 C. Se han citado periodos de latencia de hasta 414 días, pero es dudoso que a lo largo 
de un periodo tan prolongado se haya llevado un cuidadoso control de la temperatura. En 
el rango de temperaturas que permite tanto el crecimiento de los mesófilos típicos como el 
de los psicrótrofos la fase de latencia de estos últimos es mucho más corta. 


La velocidad de crecimiento se ve afectada por los cambios de temperatura; por debajo del 
óptimo, el crecimiento es más lento y en los rangos inferiores por debajo de 02 C) el tiempo 
de generación puede sobrepasar las cien horas. Las bajas temperaturas tienen una 
importante acción selectiva sobre las floras mixtas constituidas por mesófilos y psicrótrofos 
y pueden afectar a la composición de la carga inicial de un alimento determinado, además 
de conducir a modificaciones de la flora desarrollada a lo largo del tratamiento tecnológico 
o el almacenamiento. 


Así, por ejemplo, una carne vacuna refrigerada obtenida en un clima semitropical ofrece un 
periodo de vida útil, en condiciones de refrigeración, más largo que el de una carne 
similarmente tratada procedente de zonas más frías. Esta diferencia es debida al efecto de 
terminología hoy habitual, este último debe clasificarse como psicrótrofo. De acuerdo con 
la temperatura sobre la proporción de microorganismos tolerantes de las bajas 
temperaturas en la carga inicial procedente del suelo y la piel del animal; la carne de bóvido 
de las áreas más frías tiene una proporción más elevada de psicrótrofos. La temperatura de 
almacenamiento ejerce una poderosa influencia sobre la microflora de la leche. La leche 
cruda mantenida a unos 10% C desarrolla una flora en la que dominan los estreptococos 
acido lácticos, en tanto que si es mantenida en las proximidades de 0? C la flora dominante 
está constituida principalmente por bacterias Gram negativas psicrotrofas. El enfriamiento 
rápido de las bacterias mesófilas, desde una temperatura normal de crecimiento hasta 02 
C, causa la muerte o lesiona un cierto porcentaje de las células que componen el cultivo. 
Las bacterias Gram negativas, como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, P. 
fluorescens, diversas especies de Salmonella y Enterobacter aerogenes, parecen ser más 
susceptibles al frío que los microorganismos Gram positivos, aunque también se haya 
observado el shock del frío en Bacillus subtilis y Clostridium perfringens. El descenso 
diferencial de las actividades de las enzimas a bajas temperaturas puede alterar las rutas 
metabólicas y sus productos finales. 
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Por ejemplo, los microorganismos que sintetizan pigmentos de fenacina y carotenoides 
tienden a rendir tasas más altas de estos productos a bajas temperaturas, lo que tiene cierta 
trascendencia en la alteración de los alimentos. La producción de dextranos extracelulares 
por Leuconostoc y pediococos se ve favorecida por las temperaturas inferiores a las óptimas 
de crecimiento de estas bacterias. La producción de lipasa y proteinasa por Pseudomonas 
y otros géneros ocurre preferentemente a bajas temperaturas. Algunas de estas enzimas 
son termorresistentes y pueden persistir después del tratamiento térmico. Muchos de los 
procesos reguladores del metabolismo celular son sensibles a las temperaturas inferiores a 
la óptima, de modo que la exposición a las bajas temperaturas puede provocar 
desequilibrios metabólicos y el cese del crecimiento. 


La incubación a bajas temperaturas puede alterar igualmente la composición lipídica de las 
células microbianas. El contenido lipídico final de las bacterias es independiente de la 
temperatura de crecimiento, pero el de las levaduras aumenta ligeramente al descender la 
temperatura. Tanto las bacterias como las levaduras experimentan un incremento en la 
proporción de ácidos grasos insaturados a medida que disminuyen las temperaturas de 
crecimiento. En las bacterias se producen además menos ácidos grasos que contienen el 
anillo del ciciopropano. También se han citado incrementos en la insaturación de los 
alcoholes de las ceras producidos por las cepas mesófilas de Acinetobacter crecidas a bajas 
temperaturas. El incremento de la proporción de ácidos grasos no saturados al descender 
la temperatura se cree esencial para que las membranas cumplan su función, dado que la 
alteración provocada desciende la temperatura a que los lípidos de la membrana "se 
congelan". 


Los alimentos pueden alterarse bajo la acción de microorganismos pertenecientes a los 
cuatro grupos en que se han clasificado en virtud de su respuesta a la temperatura: 
psicrófilos, mesófilos y psicrótrofos. Sin embargo, si los alimentos han sido refrigerados y 
mantenidos a las temperaturas de refrigeración adecuadas (inferiores a 72 C) la alteración 
sólo será causada por los psicrótrofos. Aunque los tiempos de generación de los 
psicrótrofos parezcan muy prolongados, los largos periodos de almacenamiento a 
refrigeración utilizados en muchos alimentos permiten que la población psicrotrófica 
alcance tasas de muchos millones por gramo en unos pocos días, lo que frecuentemente 
resulta en la aparición de alteraciones desagradables en el olor, el gusto y la textura. Deben 
evitarse las fluctuaciones en la temperatura de almacenamiento porque la velocidad de 
crecimiento aumenta rápidamente con ella. La mayor parte de los patógenos son mesófilos 
y, con pocas excepciones, su crecimiento no constituye un problema en los alimentos 
refrigerados. Clostridium perfringens puede crecer a temperaturas entre 12 y 502 C, pero 
su desarrollo es muy lento por debajo de 152 C. Las células vegetativas del mismo son 
sensibles a las bajas temperaturas y el almacenamiento prolongado de los alimentos a 
temperaturas de refrigeración es probable que resulte en su destrucción lenta si las 
contienen. Los esporos no se ven afectados en el mismo grado por las acciones de las bajas 
temperaturas. La velocidad de crecimiento se ve afectada además por el pH y la 
composición del medio, de modo que el crecimiento es más lento en un medio a pH 5,8 
que en otro de 7,2 y se ha observado la germinación de esporos a 52 C, es decir, por debajo 
de la temperatura mínima de crecimiento. 
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Staphylococcus aureus es capaz de soportar las bajas temperaturas y de crecer hasta a unos 
72 C. Pero el límite inferior para la producción de toxinas es algo más elevado. Se han 
detectado, por ejemplo, enterotoxinas en alimentos mantenidos a 10% C, pero por debajo 
de 202 C su producción es lenta. Alcanzar niveles detectables de toxina (1 mg/ml) a 132 C 
exigió en una cepa 158 horas. Otras cepas crecen a 132 C, pero son incapaces de producir 
toxina a menos de 19* C. En un medio rico, a pH 7, el tiempo necesario para la producción 
de toxina en cantidades mensurables osciló entre 78 — 98 horas a 192 C y 14 -— 16 horas a 
262 C. Bajo condiciones menos favorables, la producción de toxina fue más lenta. 


Vibrio parahaemolyticus es sensible a las bajas temperaturas y las intoxicaciones 
alimentarias producidas en Japón por este microorganismo suelen acaecer en los meses 
más cálidos del año. En la superficie del pescado marino al crecimiento parece cesar a 
temperaturas inferiores a 5 — 82C, aunque el microorganismo puede sobrevivir durante 
largos periodos de tiempo. El Vibrio parahaemolyticus puede multiplicarse hasta alcanzar 
niveles peligrosos al almacenar ostras a temperaturas de 10% C durante una semana. La 
temperatura de crecimiento más baja en medios de cultivo es de 52 C; pero, el crecimiento 
a esta temperatura se ve fuertemente influido por el pH. Bacillus cereus crece en el rango 
de temperatura de 72 a 452 C y el Bacillus subtilis entre 12 y 552 C. E. coli enteropatógeno 
no crece a temperaturas inferiores a las mínimas de los demás E. coli. Se han aislado 
microorganismos similares a la Yersinia enterocolitica en carne envasada a vacío y 
mantenida a 1-— 32 C. También se ha comprobado la producción de aflatoxina, ocratoxina A 
y tremortinas A y Ba 4 -— 5£C en diversos alimentos. 


d. Eh (Potencial Redox) 


Mientras que el pH de los alimentos se mide con facilidad y se comprende la significación 
de su medida, mucho más difícil resulta medir la repetibilidad del potencial de oxidación — 
reducción (Potencial Redox), sobre todo entre laboratorios diferentes, y además no está 
clara la significación que en la microbiología del producto tienen los valores hallados. Se 
piensa que el potencial redox es un importante factor selectivo en todos los ambientes, 
incluidos los alimentos, que probablemente influye en los tipos de microorganismos 
presentes y en su metabolismo. 


Las diferencias observadas en los productos finales del metabolismo, discernibles por el 
consumidor por diferencias de color o sabor, pueden ser en algunos casos la consecuencia 
de diferencias redox. En los alimentos picados (productos cárnicos) o en los productos no 
homogéneos (emulsiones), el potencial redox puede variar considerablemente de una 
parte a otra debido a altas concentraciones localizadas de diversos pares redox o de 
nutrientes como glucosa, fumarato o malato. Cuando se encuentra restringida la difusión 
gaseosa hacia el centro del alimento pueden existir gradientes de potencial redox desde la 
atmósfera hasta las partes profundas del alimento. El potencial redox indica las relaciones 
de oxígeno de los microorganismos vivos y puede ser utilizado para especificar el ambiente 
en que un microorganismo es capaz de generar energía y sintetizar nuevas células sin 
recurrir al oxígeno molecular. 
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Los microorganismos aerobios necesitan para crecer valores redox positivos mientras que 
los anaerobios frecuentemente requieren valores redox negativos. En diferentes cultivos 
microbianos el valor redox puede oscilar dentro de un rango comprendido entre una cifra 
anaeróbica inferior a unos -420 milivoltios (mV) hasta una cifra aeróbica de 
aproximadamente +300 mV. Los procesos de oxidación y de reducción se definen en 
términos de migraciones electrónicas entre compuestos químicos. La oxidación es la 
pérdida de electrones mientras que la reducción es la ganancia de electrones. Cuando se 
oxida una sustancia (libera electrones) siempre se reduce simultáneamente otra (o sea, 
capta los electrones liberados). Este concepto electrónico ha sugerido el desarrollo de 
métodos para estudiar cuantitativamente los procesos de oxidación-reducción reversibles 
que son vitales para las células vivas. Todo proceso redox reversible puede expresarse así: 
[oxidante] + [H*] + ne = [reductor] 

expresión en la que ne es el número de electrones transferidos en el proceso. El potencial 
redox (Eh) de tal proceso viene dado por la ecuación concebida y desarrollada 
originalmente por Nernst en 1975: 

Eh = Eo + (RT/nF) In [oxidante]/[reductor] 
en la que Eo es el potencial redox estándar a pH O pero en presencia de otros solutos a 
concentración 1 M. 


Normalmente se mide como el potencial redox del punto medio a pH O y se supone que su 
valor es igual al valor teórico de los pares redox en solución acuosa diluida, R es la constante 
del gas molar, T la temperatura en 2K, F la cantidad Faraday de electricidad, n el número de 
electrones transferidos en el proceso y In el logaritmo natural. En muchos alimentos es 
difícil obtener la verdadera medida del potencial redox. Para que el potencial redox de una 
muestra represente fielmente el del alimento de que fue tomada es esencial que se 
mantenga inalterado el ambiente gaseoso tanto si el alimento está envasado al vacío, 
envasado bajo una atmósfera anóxica o envasado en contacto con el aire. Puesto que el 
potencial redox desciende a consecuencia de la actividad metabólica, el transporte de la 
muestra deberá realizarse bien en condiciones de refrigeración (0— 42 C) o a la temperatura 
de almacenamiento del alimento. 


La temperatura. y el tiempo del transporte deberán especificarse para ser consideradas en 
la interpretación de los resultados. El oxígeno es el principal agente que interfiere la medida 
del potencial redox. En general no deben usarse en la determinación del potencial redox 
muestras extraídas porque el oxígeno puede penetrar en la muestra durante el muestreo. 
Para evitar que el oxígeno contamine las muestras deberá quitarse la capa superior de la 
muestra de alimento bajo gas inerte para efectuar la medida. 


Puesto que los valores de potencial medidos dependen del pH, cada medida de potencial 
redox deberá ir acompañada de la medida del pH. El pH puede cambiar el potencial redox 
real, pero también para el mismo valor Eh el pH puede crear condiciones favorecedoras de 
diferentes tipos de metabolismo. El concepto de rH se introdujo para eliminar por cálculo 
esta dependencia del pH. 
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Mientras que el rH puede calcularse exactamente cuando todos los iones hidrógeno están 
completamente disociados a todos los valores pH, cuando el grado de disociación es 
alterado por el pH se producen inexactitudes. Además, los ácidos monovalentes alteran el 
potencial redox 30 mV por unidad pH, los ácidos divalentes 57,7 mV y los ácidos de valencia 
superior hasta 120 mV. El potencial redox se mide con un electrodo de metal inerte 
(normalmente platino) en un circuito con un electrodo de 
referencia. Alternativamente pueden utilizarse colorantes 
que cambian de color a determinados potenciales redox 
si bien estos indicadores pueden interactuar con los 
microorganismos y los alimentos obteniéndose falsos 
valores. El electrodo de platino responderá a cualquier 
sistema que produzca una reacción electroquímicamente 
reversible en la superficie del electrodo, siempre que la 
velocidad de reacción sea rápida en comparación con la 
captura o liberación de electrones del electrodo medidor. 


Con los modernos sistemas de medida de alta impedancia 
(1013 ohmios) pueden medirse potenciales verdaderos a 
partir de pares redox que producen corrientes de cambio 
muy bajo. Para la medida potenciométrica del potencial 
redox de muestras de alimentos líquidos se usan los 
electrodos de platino estándar y de calomelano. Para medidas sobre alimentos sólidos se 
necesita utilizar electrodos especiales con punta de platino afilada, que tengan escaso 
diámetro y gruesa pared y puentes de CIK-agar en tubos con punta rellena de fibras de 
asbestos fundido. A diferencia de los electrodos de pH, los electrodos redox requieren 
cierto tiempo (dependiente del tipo de muestra) para revelar el potencial redox. El 
potencial redox de los alimentos depende de las cantidades relativas de sustancias oxidadas 
y reducidas que contengan. Los alimentos que tienen grandes cantidades de tales 
sustancias son resistentes a los cambios del potencial redox y se llaman "fuertemente 
tamponados". 


De aquí que no sea fácil la interpretación de la lectura arrojada por un electrodo redox 
insertado en un alimento, puesto que el alimento puede estar o no fuertemente 
tamponado. En los alimentos débilmente tamponados una pequeña población microbiana 
(< 10%/8g) posiblemente puede causar un cambio del potencial redox, mientras que en los 
alimentos fuertemente tamponados una población microbiana grande (> 10%/g) apenas 
puede afectar al potencial redox. Para poder juzgar la significación de cualquier cambio del 
potencial redox de un alimento hay que tener en cuenta el potencial metabólico y el tamaño 
de la población microbiana en relación con la capacidad tampón redox del alimento. Las 
medidas tienen la máxima utilidad cuando existen pares reversibles de componentes 
conocidos que se encuentran en equilibrio. Todo alimento puede contener pares redox, 
pero algunos no se encuentran en equilibrio y otros son irreversibles. Se ha sugerido que la 
sonda redox puede ser un monitor adecuado de alteraciones o cambios deseables durante 
el almacenamiento de alimentos envasados al vacío, bajo atmósferas de gas anóxico o 
enlatados. 
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Se ha visto que indica con exactitud tales cambios profundos en la carne en post rigor 
mortis, donde se encuentran muchas relaciones empíricas reproducibles entre los eventos 
metabólicos y el potencial redox. En tales circunstancias los principales sustratos o 
productos microbianos muestran alta actividad con el electrodo y pueden enmascarar 
todas las reacciones colaterales o interferentes de forma tal que el potencial redox medido 
es la verdadera representación del estado del par redox dominante. En presencia de 
oxígeno todos los pares redox tiende hacia el estado totalmente oxidado. En tales 
circunstancias el potencial redox aparente será función del logaritmo de la concentración 
del oxígeno disuelto y por tanto grandes 
cambios del potencial redox representarán 
pequeños cambios de la tensión del oxígeno 
disuelto. El potencial redox y el pH se 


Reduced compound A  Oxidized compound B 
(reducing agent) (oxidizing agent) 
0 Í 


Ae 


A is oxidized, B is reduced, pueden controlar en los medios de cultivo, 

losing electrons gaining electrons y probablemente en los alimentos, 

2 o, ajustando la concentración de O2 gaseoso y 

Oxidized 9” Reduced de CO2. Aunque en teoría puede alcanzarse 
compound A compound B 


un equilibrio estable entre las 
concentraciones en las fases de gas y de agua (relativas a la solubilidad de los gases en el 
medio de cultivo y la temperatura), la captación de 02 y la liberación de CO2 por los cultivos 
microbianos excederá con frecuencia de tales concentraciones. 


El potencial redox puede reducirse rápidamente durante la germinación y crecimiento de 
los esporos puesto que, aunque inicialmente sólo germina una pequeña proporción de los 
esporos, los esporos que germinan y crecen producen nicotinamida adenín dinucleótido 
reducido (NADH) y otros reductores que reducen la concentración de oxígeno a un nivel no 
inhibidor para los esporos remanentes. Esta reducción del nivel de oxígeno y la mayor 
tensión de H2 producida por el metabolismo celular se traduce en una gran caída del 
potencial redox. Los ambientes creados en los alimentos pueden categorizarse a groso 
modo como aquellos en los que el acceso de oxígeno está restringido y en los que no está 
restringido. 


En los que el acceso de oxígeno es limitado, los microbios que se desarrollan producen CO2 
+ H20 como principales productos finales; aunque la producción de productos finales tales 
como ácidos orgánicos no son de relevancia, entre los metabolitos secundarlos pueden 
incluirse aminas, etc. Cuando el acceso al oxígeno es restringido ocurre la fermentación y 
pueden impartirse cambios de aroma al alimento antes de que se altere. Antes de que tales 
cambios sean detectables por el consumidor tiene que alcanzarse un alto número de 
microorganismos (> 10* /g). 


Algunos microorganismos, como los aerobios estrictos y los anaerobios, sólo poseen un 
sistema metabólico terminal para obtener energía y en consecuencia solamente son activos 
dentro de un margen de potencial redox relativamente estrecho. Otros, como los 
anaerobios facultativos, tienen sistemas alternativos que pueden ser puestos en marcha o 
paro por el potencial redox o la presencia o ausencia de oxígeno. 
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e. Envases y bacterias 


El envasado preserva la calidad de los alimentos y los protege de los daños que pudieran 
producirse durante el almacenamiento, el transporte y la distribución. La protección 
ejercida puede ser de tres tipos: 

e Química. El envasado puede impedir el paso del vapor de agua, del oxígeno y de 
otros gases, o actuar de forma selectiva, permitiendo sólo el pasó de algunos de los 
gases. 

e Física. El envasado puede proteger de la luz, el polvo y la suciedad, de las pérdidas 
de peso y de los daños mecánicos. 

e Biológica. El envasado puede impedir el acceso al alimento de microorganismos e 
insectos, afectar el modo o velocidad de la alteración, o la supervivencia y 
crecimiento de los gérmenes patógenos que pudiera haber en el alimento. 

Los envases pueden ser rígidos (latas, papel, cartón, vidrio, plástico) o flexibles (plásticos, 
hoja de aluminio). Mediante diversas combinaciones de materiales y técnicas de procesado, 
es posible producir envases con cualquiera de las propiedades funcionales que se 
consideren deseables. 


Los componentes e impurezas de los materiales de envasado y sus adhesivos, no deben 
poner en peligro la salud humana ni reaccionar con el alimento o adulterarlo. El material 
de envasado no debe contener microorganismos patógenos que puedan introducir un 
riesgo para el consumidor. Por ejemplo, la presencia de salmonellas en un material de 
envasado que vaya a usarse para un plato precocinado y congelado, sería inaceptable. Sin 
embargo, no habría razón para preocuparse excesivamente por la presencia de unos 
cuantos esporos de Clostridium perfringens en el material utilizado para envasar especias 
deshidratadas, porque, de cualquier manera, es fácil que existan esos mismos esporos en 
la misma especie. 


Tampoco debe el material de envasado introducir cantidades importantes de 
microorganismos causantes de alteración. Se ha desarrollado un procedimiento que, 
mediante un sencillo chorro de vapor, sirve para descontaminar los recipientes empleados 
para cocer jamones. Muchos países imponen estándares microbiológicos para controlar la 
contaminación superficial de botellas y otros recipientes reutilizables; una contaminación 
superficial de sólo 10 microorganismos por 100 cm? equivale a "muy limpio". En papel sin 
tratar, se ha podido observar que predomina el género Bacillus y a veces los micrococos, a 
niveles normalmente inferiores a los 200/gramos, aunque a veces se llega hasta 2800/g; en 
otro estudio similar, se encontraron mohos y levaduras a niveles de hasta 10 por 100 cm?. 


En Estados Unidos, el papel para envasado de alimentos no debe sobrepasar los 250 
organismos por gramo y los recipientes y tapas para leche, no más de uno por cm? (U.S. 
Department of Health, Education and Welfare). Se ha propuesto un método standard para 
la determinación del recuento de bacterias, mohos, levaduras y gérmenes coliformes en 
materiales de envasado no absorbentes. Los niveles de bacterias en la superficie de hojas 
de aluminio utilizadas para el envasado de alimentos, son aún menores. Los tubos y 
películas de plástico suelen tener entre 1 y 20 microorganismos por cada 1000 cm? y 
normalmente no llegan a los 10. 


29 


En los vasitos de plástico, los valores encontrados son del mismo orden. Sin embargo, se 
observó que algunos de los microorganismos sobreviven incluso a la extrusión a 2202C de 
los plásticos. A veces, se presta demasiada importancia a la contaminación microbiana 
aportada por el material de envasado; en general, los niveles de microorganismos 
contenidos en el producto son varios órdenes de magnitud mayores de los que existen en 
el material de envasado. Al no poder ser degradados por la acción microbiana, el 
poliestireno y otros plásticos, son más higiénicos que el papel prensado u otros derivados 
de la madera para el envasado de huevos. 


Algunos plásticos tienen propiedades antibacterianas; es el caso de los que contienen 
alquido-barnices, resinas fenólicas, cloruro de polivinilo o poliacetal. Sin embargo, antes de 
escoger un material de envasado por sus propiedades antimicrobianas, conviene 
asegurarse de que no va a adulterar el alimento. 


El material de envasado debe impedir la entrada de los microorganismos; las botellas, latas 
y la mayoría de las películas de plástico actualmente en el mercado, cumplen esta función. 
Se produce penetración cuando falla el sellado o se perfora el envase; por eso, el material 
ha de tener la suficiente resistencia mecánica como para impedir que se produzcan daños 
durante el procesado y la manipulación posterior. El mismo contenido puede también dañar 
el envase: es el caso de los huesos afilados de aves y otras carnes, y de las fibras de músculo 
o trozos de piel en alimentos muy desecados o ahumados. Una prueba biológica es lo mejor 
de determinar si una película resistirá a la penetración; se sumerge una porción estéril de 
un medio nutritivo empaquetada con el material en cuestión y sellada, en un baño que 
contenga el microorganismo concreto que interese (por ejemplo, Enterobacter) o una 
mezcla de microorganismos. La presencia de gas o la turbidez en el medio indicará que se 
ha producido penetración. Para el ensayo de laminados de plástico y aluminio resistentes 
al calor, la "prueba de ebullición en agar", en la que los envases se hierven durante 45 
minutos en agar al 2 %. Antes de que se enfríe el agar, se añaden esporos de Bacillus 
stearothermophilus y durante el enfriado, el medio inoculado pasa a través de los puntos 
de penetración. 
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Algunos microorganismos pueden atacar los materiales de envasado sintéticos y, en 
condiciones favorables, pueden atravesar una película no dañada previamente. En algunos 
casos, se requiere una exposición prolongada a los enzimas bacterianos para que sea 
posible la entrada. Por ejemplo, los microorganismos productores de celulasa, sobre todo 
los mohos, no atraviesan las tripas de hidrato de celulosa de los embutidos, más que al cabo 
de mucho tiempo a temperaturas relativamente altas. Las películas de plástico tienen muy 
variada permeabilidad a los gases. La exclusión del oxígeno disminuye la velocidad de 
oxidación del producto, hace más lento el crecimiento de muchos tipos de bacterias y 
levaduras e impide el crecimiento de los microorganismos aerobios estrictos (como los 
mohos, por ejemplo). 


La alta permeabilidad al oxígeno del poliestireno y las poliolefinas, puede ser reducida 
combinando estos polímeros con otros materiales mediante barnizado, encolado, 
recubrimiento o superposición con una capa del otro material o por coextrusión de ambos 
materiales. de forma análoga, se puede reducir la permeabilidad al vapor de agua de un 
material; la alta permeabilidad del hidrato de celulosa, por ejemplo, puede reducirse 
mediante barnizado. El factor más importante de la microbiología de los alimentos 
envasados es la permeabilidad relativa del material de envasado para el oxígeno, el dióxido 
de carbono y el vapor de agua, particularmente si los espacios con aire en el producto 
original han sido evacuados o rellenados con gases preservantes en el momento de cerrar 
el envase y, sobre todo, si se trata de productos perecederos, tales como aves, carnes y 
pescados. 


Los envoltorios permeables al vapor de agua y a los gases, o más permeables al oxígeno 
que al dióxido de carbono y aquellos que no se ajustan a la superficie del producto, pueden 
evitar la entrada de microorganismos contaminantes, pero no afectan al crecimiento de los 
microorganismos que previamente se encontraban en el alimento. Las condiciones 
intrínsecas de un alimento envuelto en un material muy permeable, son similares a las del 
producto sin envolver. Por ejemplo, las películas de celulosa permeables al oxígeno no 
impiden que crezcan las Pseudomonas en la carne picada, mientras que las películas 
impermeables a los gases lo hacen imposible. Las películas de materiales que, como el 
polietileno, son impermeables a la humedad y permeables al oxígeno, sirven para proteger 
de la contaminación y de las pérdidas de agua, pero más que frenar, estimulan el 
crecimiento en superficie de la flora normalmente causante de alteración. 


f. Atmósfera controlada o modificada 


El crecimiento y la actividad de los microorganismos dentro de un envase depende de: a) la 
idoneidad del alimento como medio de cultivo, b) la temperatura, c) la aw, d) el pH, e) la 
naturaleza de los gases retenidos dentro del envase y f) la competencia entre 
microorganismos. Desde hace muchos años se sabe que diversos gases y vapores naturales, 
o artificialmente producidos, destruyen o inhiben a los microorganismos. Algunos de ellos 
se han estudiado para conocer su capacidad potencial de aumentar la vida útil de los 
alimentos. De estos, sólo se discutirán con detalle los que se han utilizado comercialmente: 
dióxido de carbono, óxido de etileno, óxido de propileno, dióxido de azufre y ozono. El 
nitrógeno y el oxígeno se utilizan con frecuencia en el envasado y almacenamiento de 
alimentos, pero su fin primario no es la inhibición de los microorganismos. 
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El nitrógeno líquido, cuando se utiliza en los alimentos como un agente frigorífico, inhibe o 
destruye indirectamente a los microorganismos por congelación o refrigeración. El oxígeno 
se utiliza en atmósferas controladas para mantener el estado fisiológico de las frutas, 
hortalizas y verduras y el característico color rojo de la carne fresca, pero no se aplica con 
el fin de inhibir los microorganismos responsables de la alteración. Diversos gases son 
poderosos biocidas y se han utilizado con éxito en la desinfección de hospitales, establos y 
compartimentos de barcos o como fumigantes del suelo, pero no se han aplicado a los 
alimentos. Entre ellos están la [3 — propiolactona, la clorpicrina, el gliceraldehído, el 
glutaraldehído y el ácido peracético. 


El formaldehido se ha utilizado como fumigante en la desinfección de gallineros y huevos 
para incubadoras, pero igualmente no directamente para el control de los microorganismos 
en los alimentos. El formaldehido realmente ejerce una acción letal sobre los 
microorganismos de la carne y del pescado durante el ahumado, pero como el calor y la 
desecación están también implicados en el proceso, su contribución real a la inhibición de 
los microorganismos es desconocida. Tanto el monóxido de carbono como el acetaldehído 
son potencialmente útiles para su uso en los alimentos. Un uno por ciento de monóxido de 
carbono prolonga el color de la carne fresca y tiene un efecto inhibidor sobre las bacterias 
psicrotrofas, similar al del dióxido de carbono. Los vapores de acetaldehído al 0,5 % en la 
atmósfera inhiben, de una forma acusada, los mohos y levaduras aumentando el tiempo de 
conservación de las frutas, hortalizas y verduras. El dióxido de carbono, gas a las 
temperaturas normales de almacenamiento, es incoloro, inodoro e incombustible. No es 
tóxico para el hombre a concentraciones inferiores a un 10 % pero por encima de este nivel 
una exposición prolongada a la acción del mismo da lugar a la pérdida del sentido, lo que 
es importante tener en cuenta cuando se utilice a altas concentraciones en los grandes 
almacenes y vehículos de transporte. No deja residuos tóxicos ni su aplicación presenta 
serios problemas mecánicos. 


Cuando se absorbe en los alimentos, el pH baja de acuerdo con la cantidad de ácido 
carbónico que se forma y con la capacidad tampón del alimento, pero de nuevo aumenta 
cuando el CO2 se elimina por exposición al aire o por un calentamiento suave del producto. 
El dióxido de carbono destruye, estimula, inhibe o no tiene efecto alguno de resaltar sobre 
los microorganismos, dependiendo de los microorganismos, de la concentración de dióxido 
de carbono, de la temperatura de incubación, de la edad de las células microbianas en el 
momento de aplicar el CO2 y de la actividad de agua del alimento o medio de cultivo. Por 
tanto, aunque la acción del CO2 sobre los microorganismos es selectiva, la mayoría de las 
levaduras, mohos y algunas bacterias son inhibidos por concentraciones comprendidas 
entre 5 y 50 % (viven la fase gaseosa) pero no son destruidos o inhibidos totalmente. 
Concentraciones inferiores a aquellas no tienen efecto alguno o realmente estimulan el 
crecimiento. 


La inhibición aumenta de una forma casi lineal cuando se incrementa la concentración de 
CO2 desde un 5 % hasta el 25 - 50 %, dependiendo siempre del alimento y de la flora 
implicada. A concentraciones superiores a ésta el incremento de la inhibición es escaso o 
nulo. Aunque el grado de inhibición varía con los microorganismos y el alimento, con un 10 
% se logra habitualmente una inhibición del orden del 50 % sobre la base del recuento total 
después de un determinado tiempo de incubación. 
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El efecto inhibidor del CO2 sobre los microorganismos en los alimentos parece mayor a 
medida que disminuye la temperatura de almacenamiento según se deduce del aumento 
relativo de la vida útil del alimento al descender la temperatura de almacenamiento. Sin 
embargo, cuando los efectos de la temperatura y del CO2 se estudian por separado, se 
observa que la acción del CO2 se incrementa al aumentar la temperatura. El efecto inhibidor 
del CO2 se manifiesta, tanto en las bacterias como en los hongos, por un incremento de la 
fase de latencia y del tiempo de generación durante la fase logarítmica. No obstante, a 
concentraciones comprendidas entre el 5 y el 20%, el efecto mayor se logra en la fase de 
latencia. La aplicación de gas una vez que las células microbianas han empezado a adaptarse 
al medio, o cuando ya están en la fase logarítmica, el efecto del CO2 se reduce 
sustancialmente. Por ejemplo, en estudios realizados con cepas psicrotrofas del género 
Pseudomonas y del grupo Acinetobacter — Moraxella se comprobó que si se retrasa la 
aplicación del CO2 (20 %) hasta 1 o 2 días después de la inoculación sobre la superficie de 
la carne, el efecto inhibidor es menor. Sin embargo, si la concentración de CO2 era del 40 % 
el momento en que se expone el producto a la atmósfera de CO2 tiene una influencia 
menor. 


La velocidad de crecimiento en atmósfera de CO2 no aumenta con el tiempo, es decir, la 
inclinación de la curva de crecimiento no cambia. Esto indica que el sistema metabólico no 
se adapta durante la fase de exposición al CO2 ni existe, en este caso, una selección de los 
microorganismos CO2-resistentes. La reducción de la actividad de agua del medio aumenta 
el efecto inhibidor del CO2 sobre los microorganismos. El mecanismo de inhibición de los 
microorganismos por el CO2 no se conoce todavía con claridad. Sin embargo, ya en 1889 se 
observó que se debía a la presencia real de dióxido de carbono y no a la ausencia de oxígeno 
y que el efecto es reversible, ya que los microorganismos tratados recuperan la velocidad 
de crecimiento normal cuando se dejan de exponer a la atmósfera de CO2. No obstante, en 
el caso de los microorganismos que alteran la carne, permanecen efectos inhibidores 
residuales cuando el gas se ha dejado de aplicar. El efecto directo del gas sobre las células 
microbianas se confirmó muchos años más tarde en experimentos realizados con 
Pseudomonas aeruginosa. El descenso del pH debido a la formación de ácido carbónico en 
el medio tiene un efecto perjudicial sobre ciertos microorganismos; por ejemplo, una 
atmósfera de CO2 al 20 % puede hacer bajar el pH, si el medio no está tamponado, en un 
valor de hasta una unidad de pH. 
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MICROBIOLOGÍA EN BEBIDAS FERMENTADAS 


Capítulo 2 


4. La Microbiología en la industria alimentaria 


Habitualmente, los microorganismos tienen mala fama. Se los asocia a las enfermedades y 
al deterioro de los alimentos. Sin embargo, cumplen muchas funciones beneficiosas para 
otros seres vivos y el ambiente. Además, el hombre ha aprendido a aprovecharlos en 
beneficio propio. Por ejemplo, en la producción de alimentos. La biotecnología alimentaria 
tradicional utiliza ampliamente los microorganismos, que intervienen en diferentes etapas 
de la producción del alimento. Son esenciales para la producción de muchos alimentos, 
como el vino, la cerveza, panificados, productos lácteos, entre otros. En muchos de estos 
productos los microorganismos hacen su función durante el proceso de producción, pero 
no están presentes como células vivas en el producto alimentario. En otros, los 
microorganismos están presentes en el producto, como en muchos productos lácteos. 


a. Fermentación 


El proceso común que interviene en la fabricación del pan, el vino, la cerveza y los quesos 
(por citar sólo algunos alimentos), es la fermentación que realizan los microorganismos 
presentes en la materia prima. El término fermentación es entendido de forma distinta en 
el contexto de la biología celular que en el contexto industrial. En el sentido biológico la 
fermentación es un proceso de obtención de energía en condiciones anaeróbicas (ausencia 
de oxígeno) que puede generar como producto final ácido láctico (fermentación láctica, por 
las bacterias ácido-lácticas) o etanol (fermentación alcohólica por levaduras). La reacción 
de la fermentación láctica sería: 
Glucosa --------- > Ácido Láctico + energía + H20 


La reacción de la fermentación alcohólica sería: 
Glucosa ------- > Etanol + energía + CO» 


En el contexto industrial, se denomina fermentación a un proceso microbiano a gran escala, 
tanto si se realiza en condiciones aeróbicas como anaeróbicas. En el caso de la elaboración 
del queso, la misma consta de varias etapas, que comienzan con la pasteurización de la 
leche. Luego se agrega el fermento que contiene las bacterias lácticas, y se deja madurar la 
leche. Como consecuencia de la fermentación, en la cual las bacterias degradan el azúcar 
de la leche (lactosa), se obtiene ácido láctico. El ácido láctico desnaturaliza las proteínas de 
la leche (fundamentalmente caseína) que precipitan arrastrando con ellas la grasa. Además, 
produce acidez que inhibe el desarrollo de gérmenes indeseables, incluyendo los 
potencialmente patógenos. Una vez que las proteínas de la leche han coagulado, el cuajo 
obtenido se calienta y se exprime para eliminar la porción acuosa de la leche (suero), se 
sala y se somete a un proceso de maduración (salvo en el caso de los quesos blandos no 
madurados). La producción de cuajo se puede realizar también añadiendo quimosina, un 
enzima que se extrae del estómago de los terneros, pero que en la actualidad es producida 
por microorganismos modificados genéticamente. 
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Cada tipo de queso es elaborado por distintas cepas de bacterias. El fermento utilizado 
tiene una importante función en el desarrollo de sabor, aroma y textura de los quesos. 
Algunas bacterias lácticas generan como producto de la fermentación de la lactosa dióxido 
de carbono (además de ácido láctico). Ese gas es el responsable de los “ojos” de los quesos 
de pasta semidura como el Gruyere y Pategras, y también facilita la abertura de la masa en 
quesos como el Roquefort o el Camembert, lo cual es necesario para permitir el crecimiento 
del hongo Penicillium (P rocheforti y P. Camamberti, respectivamente) que les otorga las 
características peculiares a estos quesos. 
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Referente a las levaduras en la elaboración del pan, hay constancia de la fabricación del 
mismo, desde el año 2300 a. C. en que los egipcios descubrieron de forma casual el proceso 
de la fermentación. A partir de este descubrimiento, la fabricación de pan se convirtió en 
un oficio que se fue extendiendo por todo el mundo. La especie de levadura que más veces 
se utiliza para la fermentación del pan normal es Saccharomyces cerevisiae, aunque se 
utilizan también otros microorganismos para influir sobre el aroma y sabor del pan. 


Los más frecuentes son bacterias del género Lactobacillus y otras levaduras (Saccharomyces 
pastorianus, Saccharomyces ellipsoideus, Micoderma cerevisiae, Torula utilis) y muchas 
otras con las que se obtienen diferentes resultados. El proceso que ocurre en la elaboración 
del pan es también una fermentación alcohólica. Utilizando los componentes de la harina, 
la levadura fermenta expulsando al medio dióxido de carbono y alcohol. 
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El alcohol obtenido se evapora en el momento del horneado del pan, y el dióxido de 
carbono desprendido de dicha fermentación, en vez de convertirse en burbujas como en el 
champán o en la cerveza, es el responsable de los agujeritos y aspecto esponjoso de la miga 
del pan. 
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Desde la década de 1990 se están empleando y se están desarrollando microorganismos 
modificados genéticamente que podrían favorecer a la industria alimenticia. Entre ellos: 


e levaduras de pan que hacen que la masa leve más rápido, 

e levaduras capaces de utilizar de mejor forma los carbohidratos presentes en las 
materias primas convencionales. Las levaduras modificadas genéticamente para 
metabolizar un amplio espectro de azúcares también ayudan a reducir los niveles 
de desechos contaminantes en los efluentes de las industrias. 

e bacterias lácticas (que se adicionan al yogurt), que permitan mantener un yogurt 
fresco durante muchas semanas sin el riesgo de que se vuelva ácido o amargo. 

e cultivos modificados que protejan a los alimentos de la acción de otras bacterias 
que podrían provocar el envenenamiento de los alimentos. 

e cultivos lácteos iniciales que producen compuestos saborizantes para resaltar el 
sabor del alimento, y capaces de resistir la contaminación viral que arruina la 
producción de lácteos. 
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b. Producción de bebidas alcohólicas 


La fermentación a gran escala por acción de las levaduras es responsable de la producción 
de alcohol para fines industriales y de bebidas alcohólicas. Las bebidas alcohólicas más 
importantes que se producen industrialmente con intervención de las levaduras son el vino 
(fermentación de zumo de uvas), la sidra (fermentación del zumo de manzana, 
principalmente, aunque puede haber otros frutos), la cerveza (fermentación de cereales 
malteados), y bebidas destiladas producidas por condensación del alcohol proveniente de 
la fermentación. En todos estos procesos se utilizan levaduras del tipo Sacharomyces 
cerevisiae, que es la misma que se utilizaba en la antigúedad para el mismo fin. Desde 
entonces, las levaduras han sido cultivadas en laboratorio durante tanto tiempo que se han 
ido seleccionando y mejorando cepas según distintas propiedades. Por ejemplo, la mayoría 
de los zumos de frutas sufren una fermentación natural causada por levaduras “silvestres” 
que están presentes en la misma fruta. 


De estas fermentaciones naturales se han seleccionado levaduras para una producción más 
controlada y hoy en día la producción de bebidas alcohólicas es una gran industria 
extendida por todo el mundo. En la actualidad también es posible mejorar este tipo de 
levadura por técnicas de ingeniería genética, con el objetivo de obtener un producto de 
mejor calidad y más uniforme. La Cerveza, en todas sus variedades, se obtiene por 
fermentación de cereales malteados. Las levaduras no pueden fermentar directamente el 
almidón de los cereales, por lo tanto, primero se prepara la malta con los granos de cereal 
y enzimas que digieren el almidón de los granos y lo convierten en azúcar. 
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La obtención del líquido fermentable a partir del cual se fabrican las cervezas se prepara en 
un proceso denominado amasado, en el cual los cereales se cuecen y dejan macerar a 
temperatura templada. Dependiendo de los cereales utilizados, la temperatura y el tiempo 
de amasado, se obtendrán productos finales con distintas características. A los cereales se 
le agrega también lúpulo, que da el aroma y el sabor amargo, y actúa como antiséptico 
impidiendo su alteración. Durante el período de calentamiento, las enzimas de la malta 
digieren los almidones y liberan azúcares simples que son fermentados por las levaduras. 
Después de cocido, este mosto de cerveza es filtrado y sometido a varios procesos físicos y 
químicos para llegar al espumoso producto final. Las levaduras que se utilizan 
habitualmente en la producción de cerveza se denominan Sacharomyces carlsbergensis y 
Sacharomyces cerevisiae. 
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La fermentación es cualquier proceso durante el cual las enzimas de un microorganismo 
convierten una fuente de energía en uno o más productos químicos, que pueden ser para 
alimentos o para uso industrial o farmacéutico. Las Levaduras son, con mucho, los 
microorganismos más importantes utilizados para las fermentaciones líquidas, aunque se 
utilizan bacterias en algunos productos lácteos como los yogures. El producto de 
fermentación de levadura más importante es el alcohol. 
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La cerveza, el vino y otras bebidas alcohólicas generalmente contienen >4% de alcohol, lo 
que les da a los productos su carácter. Los productos de cereales (cervezas) son 
generalmente de pH más alto, 4.0-4.5, y aquí la adición de carbono que proporciona 
estabilidad microbiana adicional. La cebada es el sustrato principal para la producción de 
cerveza, aunque también se utiliza trigo. La cebada es tratada para producir malta por 
"remojo", en el que se agrega una cantidad suficiente de agua para inducir la germinación 
de la cebada. Las enzimas producidas durante la germinación descomponen el almidón en 
los granos en pequeños polisacáridos, haciéndolo fermentable por levaduras. Una vez 
completado este proceso, la cebada se seca en horno para producir malta. El mosto se 
produce a partir de la malta seca mediante la adición de lúpulo. El mosto se enfría, oxigena 
y fermenta utililando especies y cepas de levadura específicas, generalmente 
Sacharomyces cerevisiae o Sacharomyces pasteurianus. 


El crecimiento de microorganismos en la cerveza, está restringido por el contenido de 
alcohol, el pH bajo, presencia de metabolitos de levadura (ácidos orgánicos, ácidos grasos 
y acetaldehído) y bajo potencial redox, creado por la producción de CO2. En la cerveza, el 
contenido de oxígeno es típicamente <0.5 mg / L. En cerveza, la microflora también está 
controlada por la presencia de CO2 (-0,5% p/v). Además, el lúpulo contiene un número de 
compuestos antimicrobianos, incluidos los ácidos a y B, iso-humulona, trans-isohumulona, 
transhumulínico. 
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La mayoría de las bacterias ácido lácticas son inhibidas por los niveles de amargos de lúpulo 
utilizado (15-55 mg/L de iso-alfa-ácidos). Leuconostoc y Lactococcus spp. son sensibles, al 
igual que la mayoría de Lactobacillus y Pediococcus spp. Sin embargo, algunos Lactobacillus 
y Pediococcus spp. aislado de cerveza en mal estado, pueden resistir concentraciones >65 
mg/L de estos ácidos. En la fermentación alcohólica, además de los microorganismos, 
juegan un papel importante las enzimas, sin éstas no es posible la realización de tan 
compleja operación. Son, por decirlo así, el complemento de la actividad celular 
fermentativa. Además de los microorganismos y de las enzimas se requiere que en el medio 
sobre el cual actúan se den unas condiciones especiales para que el proceso llegue a 
completarse: pH, potencial de óxido-reducción, temperatura, concentración de los 
nutrientes en el sustrato, entre otros. Ahora, los microorganismos que ocuparán nuestra 
atención son las levaduras. 


Las levaduras o fermentos, son organismos unicelulares, agrupadas en la subdivisión de las 
talofitas, formadas por los hongos ascomicetos, de formas esférica y elipsoidal, se 
encuentran ampliamente difundidas en la superficie terrestre, especialmente en viñedos, 
frutales y huertos. Su tamaño puede oscilar entre 1-5 micras de anchura y de 1-10 micras 
de longitud en las formas ovoidales, con un diámetro de 5 micras en las esféricas. Las células 
de las levaduras son, en general, de mayor tamaño que las de las bacterias. La estructura 
de las levaduras varía según las especies. La mayor parte de la información corresponde a 
la Sacharomyces cerevisiae, aunque se están incorporando los resultados de los estudios 
sobre otras especies. 


Se pueden reproducir por gemación, fisión y esporulación. La primera y la tercera son las 
más frecuentes, siendo la segunda una forma de reproducción de muy pocas especies. En 
la reproducción por gemación, la membrana celular de la célula adulta sufre un 
estrangulamiento, a partir de la cual nace una nueva célula. A través de esta forma de 
reproducción se pueden conformar cadenas, en ellas cada célula hija antes de separarse 
produce yemas, o sea, nuevas células. Hemos dicho que las levaduras se encuentran 
esparcidas por todo el planeta, desde las profundidades de los océanos hasta las capas 
superiores de la atmósfera. 
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En campo abierto (viñedos, frutales, huertos) se encuentran en forma de esporas en las 
superficies de los frutos. Este tipo de levadura se conoce con el nombre de levadura 
silvestre por lo que corresponde a una especie no cultivada. La característica de ella, es el 
tipo superficial de fermentación que produce. En tanto que existe otra especie cultivada, 
seleccionada que realiza su actividad fermentativa en el fondo de los recipientes, a ella se 
la distingue de una manera diferente. A las silvestres se les ha asignado el nombre 
Sacharomyces cerevisiae, mientras que a la segunda Sacharomyces carlsbergensis. Otros 
tipos de levaduras que describiremos son la S. elipsoideus, S. pastorianus, S. oviformis, 
Tórula, Kloeckera y Brettanomyces. Todas presentan un particular interés de acuerdo con el 
producto que se va a obtener. Por ejemplo, en la producción de la cerveza interesa trabajar 
con un tipo especial de levadura, la Sacharomyces carlsbergensis. 


Entre más seleccionada sea la levadura garantizará un producto de mejores cualidades. No 
ocurre lo mismo con la producción de vino y otras bebidas derivadas en donde pueden 
participar más de una especie de levadura, unas como iniciantes del proceso, otras como 
finalizadoras del mismo. El método del cultivo puro fue desarrollado por Emil Christian 
Hansen, de los laboratorios Carlsberg (Dinamarca), con el objeto de buscarle una solución 
a los problemas presentados en la elaboración de cervezas cuando intervenían células 
procedentes de cepas diferentes. Hansen demostró que el producto final podía ser de 
mejores calidades si en su proceso se empleaban células da una misma especie. Así se llegó 
al descubrimiento de la levadura Sacharomyces carlsbergensis como la levadura 
auténticamente cervecera. 


Estas levaduras son ascosporógenas el tamaño varía entre 6-10 micras de diámetro. Su 
forma es ovalada siendo la levadura de fermentación de fondo más ovalada que la de 
superficie. En la medida que la célula envejece, se forman mayores cantidades de vacuolas 
en el protoplasma. Se nutre de proteínas, glicógeno, gomas, hemicelulosa, etc. a partir de 
azúcares y de sustancias nitrogenadas. De ese proceso metabólico celular resulta su 
crecimiento propagación, fermentación con ayuda de las enzimas y desprendimiento de 
calor. 


En la actividad alcoholizante de las levaduras, las enzimas juegan un papel especial; tanta 
es su importancia, que se puede asegurar que las levaduras no realizan su actividad 
fermentativa sin el concurso de las enzimas. Las condiciones bajo las cuales debe trabajar 
la enzima afectan de igual manera a la colonia de microorganismos. Esas condiciones que 
determinan la actividad enzimática son: concentraciones de sustrato y de la enzima, 
temperatura y pH. Por lo tanto, las enzimas son sustancias orgánicas segregadas por los 
organismos vivos que actúan en los procesos fermentativos sin que sufran alteración. 


El conocimiento sobre la fermentación alcohólica tuvo un desarrollo histórico, a mediados 
del siglo XIX el hombre no podía explicar satisfactoriamente el proceso deja descomposición 
de la materia orgánica. Los años transcurrían en discusiones entre los científicos de la 
época; así, fueron famosas las que sostuvieron Pasteur y Liebig sobre el tema. 
Precisamente, al primero le correspondió sentar las bases científicas de la fermentación al 
observar la formación del alcohol amílico en la fermentación láctica. 


41 


Pasteur anunciaba entonces que las causas de la fermentación eran debidas a la actividad 
fisiológica de microorganismos vivos. A partir de ese momento, el tema llamó la atención 
de los estudiosos de la época quienes le encontraron un valor comercial por la gran cantidad 
de productos derivados de ese proceso. Se puede decir, que con el descubrimiento de los 
mecanismos de la fermentación se dio una nueva revolución industrial, pues alrededor de 
ese tema nació una pujante industria: el desarrollo y explotación de productos orgánicos 
como etanol, ácidos láctico y acético, glicerina, butanol y acetona. Posteriormente tomó 
impulso la industria de las vitaminas y antibióticos. Desde hace un siglo, el conocimiento 
que se tiene sobre los microorganismos ha permitido extenderlos hacia la producción de 
las bebidas alcohólicas. De acuerdo con el breve recuento histórico precedente se puede 
observar que la fermentación alcohólica es sólo un aspecto de esta compleja actividad del 
mundo microbiológico. 


En la naturaleza, además de las levaduras, también pueden realizar fermentación las 
bacterias y los mohos. Cada microorganismo realiza, bajo condiciones adecuadas, una 
actividad específica y como consecuencia desarrolla un producto particular. De acuerdo con 
el resultado final y el tipo de microorganismo que lo produzca, la actividad recibe un 
nombre específico, así conocemos las fermentaciones: acética, butírica, propiónica, láctica, 
cítrica, etc., además de la alcohólica. Entre las sustancias alimenticias que consumen estos 
microorganismos, además de los azúcares, están las grasas, proteínas, aminoácidos, ácidos 
e inclusive alcoholes, como es el caso de la bacteria que toma el alcohol etílico producido 
por la levadura y lo transforma en ácido bajo condiciones especiales de oxidación. En un 
apartado anterior se llamó la atención sobre la importancia que tienen las enzimas en la 
actividad celular de la levadura; actividad que se ve influenciada por agentes externos y se 
reflejan en el rendimiento de la operación. 
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En la fermentación inciden algunos factores que, de no controlarse, el costo puede 
aumentar considerablemente. Entre esos factores tenemos: pH, temperatura, presión, 
azúcares presentes, ácidos, actividad alcohólica, sustancias utilizadas como antisépticos, 
taninos presentes y las aguas contaminadas. El rango de pH dentro del cual las levaduras 
fermentadoras realizan su actividad está comprendido entre 2,5 mínimo y de 8,0 a 8,5 como 
máximo. La fermentación se realiza a pH bajo, alrededor de 3,5. Este valor queda incluid en 
el rango indicado anteriormente; por eso el mosto constituye un medio propicio para el 
desempeño de la levadura. El bajo grado de acidez no permite que en él se desarrollen 
agentes patógenos. Entonces) las levaduras son, por decirlo así, una especie de 
microorganismos privilegiados al servicio del hombre. 


La actividad de las levaduras es intensa entre 20” y 25”C; máxima entre 30* y 35*C y por 
encima de los 40*C disminuye. Nunca se debe permitir que un mosto fermente por encima 
de los 40” C. En este punto debemos recordar que la fermentación es una reacción 
exotérmica y que esa producción de calor contribuye a un aumento en la temperatura; por 
consiguiente, en caso de sobrepasar el límite de 40* C, se debe proceder a enfriar el mosto 
en plena actividad fermentativa. 


La materia prima para las levaduras lo constituyen los azúcares presentes en el sustrato; 
pero otro tanto es la humedad del medio en que se desenvuelven. Los microorganismos 
tienen unas necesidades en agua mínimas para realizar a cabalidad sus funciones. Esas 
necesidades se miden en términos de actividad de agua; que para las levaduras está 
estimado en 0,60 -0,62. Por consiguiente, si se colocan en un medio donde el contenido de 
humedad está por debajo del indicado, la célula cederá parte de su líquido al medio; si, por 
el contrario, el contenido del líquido en el sustrato es superior al establecido, entonces si 
podrá cumplir su actividad funcional. La acidez total de un mosto expresa el conjunto de 
ácidos titulables contenidos en ese mosto. El pH óptimo para el desarrollo de las levaduras 
alcohogenas es 3,0 a 3,5. Un pH comprendido en este rango impide el desarrollo de 
microorganismos patógenos. 


Si al inicio de la actividad fermentativa la acidez total es escasa, entonces se hace necesario 
adecuarla con ácidos cítrico o tartárico, acompañados de convenientes cantidades de SO2. 
El alcohol, en la medida en que se va produciendo por las levaduras, tiene un poder 
antiséptico sobre algunas especies. Las levaduras Kloeckera apiculatis y Tórulas son víctimas 
de las crecientes concentraciones de alcohol además de la actividad antiséptica del SO2. 
Ellas dan paso a las verdaderas levaduras alcohógenas: la Saccharomyces ellipsoideus y la 
S. oviformis. 


Con referencia a la producción y elaboración de Vinos, hay un gran número de vinos 
diferentes y su calidad y características varían considerablemente. Las levaduras implicadas 
en la fermentación del vino son de dos clases: las “silvestres” que se encuentran en las uvas 
(tal como se cosechan) y se transfieren por lo tanto al mosto, y la levadura de vino cultivada, 
Saccharomyces ellipsoideus, que se añade al mosto para comenzar la fermentación. 
Mientras la levadura silvestre tolera hasta un 4% de alcohol, la cultivada tolera mayores 
porcentajes. 
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Dependiendo del tipo de uva que se utiliza y de cómo se prepare el mosto (el zumo obtenido 
luego de aplastar las uvas), se producirá vino blanco o tinto y las distintas variedades de 
uvas darán origen a distintos tipos de vinos blancos y tintos. El vino espumoso, como el 
champán, es el que contiene una cantidad considerable de dióxido de carbono que surge 
de la fermentación final que realiza la levadura dentro de la botella. 


Por otro lado, las levaduras responsables de la transformación del mosto de manzana en 
Sidra, pertenecen al género Saccharomyces, y en general a la especie Saccharomyces 
cerevisiae. No obstante, aun cuando ésta es la especie más abundante, otras levaduras de 
este género como Saccharomyces uvarum también han sido descriptas en este proceso. S. 
uvarum presenta características únicas que incluyen un sistema activo de transporte de 
fructosa (azúcar mayoritario en el mosto de manzana), buena capacidad fermentativa y 
criotolerancia. Produce además menor cantidad de etanol y mayor de glicerol que S. 
cerevisiae, y un perfil de compuestos volátiles que influyen directamente en el aroma del 
producto como el alcohol superior 2-feniletanol y su respectivo éster de acetato. La sidra 
es la bebida alcohólica que resulta de la fermentación del jugo de manzana obtenido a partir 
de la molienda y prensado de estas frutas sanas y limpias. Esta bebida típicamente europea, 
comenzó a elaborarse hace aproximadamente 2000 años. 


A lo largo de la historia del hombre numerosos documentos nombran a los pomares 
(plantaciones de manzanos) y el consumo de bebidas preparadas a partir del jugo de 
manzana. Esta práctica fue muy popular entre la población celta, y también se ha descripto 
durante la invasión romana a Inglaterra. En regiones templadas de Europa como la 
Normandía y la Britania francesa como la zona de Asturias en España, la explotación del 
manzano, la elaboración y el consumo de sidra datan de los siglos VII! y IX (Edad Media). 
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Luego de la invención de la prensa, durante los siglos XIl y XIIl, ambas actividades 
productivas se transformaron en la mayor riqueza de estas regiones consolidándose 
finalmente durante el siglo XIX. Durante este tiempo, se lograron resolver dificultades 
técnicas que entrañaba la sidra natural, particularmente relacionados a su estabilización 
microbiológica, lo que permitió diversificar la producción y así ampliar horizontes hacia la 
elaboración de otros productos como vinagre de manzana, coñac y espumante de manzana. 
La sidra se mantuvo como una bebida popular en EE.UU. y Nueva Inglaterra hasta la Guerra 
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Civil Española (1936-1939), donde la cerveza comenzó a tomar su lugar en el mercado 
americano debido a la influencia de inmigrantes alemanes en los EE.UU. En las últimas 
décadas del siglo XX, la sidra volvió a reinstalarse en el mercado americano (EEUU) y 
europeo gracias a las mejoras tecnológicas que repercutieron en mejoras en la calidad del 
producto, nuevas estrategias de marketing y a la cultura alimenticia de los comensales. 


La producción de sidra en Argentina estuvo directamente ligado a la introducción de 
cultivares de manzana durante la colonización (Siglo XV y XVI). Particularmente en la 
Patagonia, gracias a la llegada de inmigrantes principalmente italianos y españoles la 
producción de frutas de pepita se volvió una de las principales actividades agrícolas, y de la 
mano de ésta, surgieron los mercados para la fruta comestible, producción de jugos, frutas 
secas, y sidra. Las variedades de manzana que se utilizan en nuestro país para la elaboración 
de esta bebida no son cultivares seleccionados para sidra como sucede en Asturias u otros 
países del mundo. Al contrario, las variedades de manzana utilizadas en nuestra región son 
principalmente variedades comestibles, y en la mayoría de los casos, se utilizan manzanas 
de descarte. 
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El Código Alimentario Argentino, en su artículo 1085 del Capítulo XIll — (Bebidas 
fermentadas) define a la sidra base como “la bebida que resulta exclusivamente de la 
fermentación alcohólica normal del jugo recién obtenido de manzanas sanas y limpias de 
uso industrial, con o sin la adición de hasta un 10 % de jugo de pera obtenido en idénticas 
condiciones que el jugo de manzana y fermentado en forma conjunta o separada”, y a la 
sidra como “la sidra base, endulzada y gasificada” (Artículo 1085 bis). Las graduaciones 
alcohólicas mínimas permitidas por el código para la sidra base y la sidra son 4,5 + 0,3 % v/v 
y 4,0 + 0,3 % v/v a 20 ”C, respectivamente. 


Debido a su alto contenido en ácido málico, el jugo de manzana es un líquido muy cáustico 
y como consecuencia el equipamiento utilizado en las sidreras sólo puede estar construido 
con ciertos tipos de materiales capaces de resistir a la corrosión. Esto motivó que durante 
muchos años se utilizara la madera para el proceso de prensado, fermentación y 
almacenamiento. Aunque en algunos países como Irlanda y España todavía se sigue 
utilizando este tipo de equipamiento, aunque en la actualidad los materiales más utilizados 
para su construcción son acero inoxidable, plásticos, fibra de vidrio y/o resinas epoxi. 
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La etapa prefermentativa comienza con la recolección de la manzana continúa con la 
extracción del mosto y finaliza con la clarificación. Las manzanas que ingresan a las sidreras 
son volcadas en los lagares (piletas destinadas al almacenamiento de las manzanas en las 
condiciones de ingreso) desde donde, mediante corriente de agua potable y por flotación, 
son transportadas hasta las trituradoras. Este transporte implica el lavado indirecto de la 
fruta, que es elevada hasta las tolvas mediante cintas transportadoras, la fruta cae y 
mediante golpe y compresión sobre una lámina metálica cribada es triturada, obteniéndose 
la pulpa. Luego sigue un prensado, en donde la pulpa ingresa a un sistema de cintas de 
doble malla sintética montado sobre una plataforma horizontal y a medida que avanza 
entre las cintas es sometida a presiones crecientes ejercidas por una serie de rodillos 
dispuestos por encima y por debajo de las mismas en una extensión de aproximadamente 
4 metros. El jugo turbio de primera extracción o mosto, escurre y se recoge en una bandeja 
de acero inoxidable que se encuentra en la parte inferior, siendo conducido hacia un 
sistema de cañerías que lo transportará hasta las piletas de fermentación. 


El SO2 (anhídrido sulfuroso o dióxido de azufre) es uno de los compuestos más antiguos 
usados en la industria de elaboración de alimentos y bebidas por sus propiedades 
antioxidantes y antimicrobianas. El acondicionamiento del mosto para dar inicio al proceso 
fermentativo involucra la adición de $02, práctica conocida como sulfitación. Una elevada 
concentración de dióxido de azufre puede comprometer el aroma y el sabor del producto 
final debido a una excesiva formación de sulfuro de hidrógeno y mercaptanos, así como 
también provocar efectos indeseables sobre la salud de ciertos consumidores. El código 
alimentario de Argentina establece que las sidras no deben superar los 20mg/L de SO2 
molecular al momento de ser ingeridas. Como paso previo al desarrollo del proceso 
fermentativo puede ser necesaria la realización de una clarificación del mosto, en el caso 
de que éste presente una elevada turbidez. El tipo de clarificación más comúnmente usado 
es la clarificación enzimática con pectinasas que provocan que las partículas en suspensión 
puedan flocular. 


Efectuada la etapa de ajuste del SO2 y la clarificación (optativa), el mosto es transportado 
a la pileta o el fermentador donde definitivamente se dará inicio a la fermentación primaria 
o alcohólica, llevada a cabo por las levaduras. El inicio y la velocidad de la fermentación se 
encuentran en relación directa con las condiciones de aireación y de temperatura que se 
establecen al inicio del proceso, así como también con la adición (fermentaciones 
conducidas) o no (fermentaciones espontáneas o naturales) de cultivos iniciadores 
constituidos por cepas de levaduras seleccionadas. Respecto de la temperatura de 
fermentación, aspecto de relevancia para este trabajo, las fermentaciones naturales 
raramente progresan por debajo de los 10*C, entre 10%*C y 30%C su velocidad crece 
linealmente con el aumento de la temperatura y entre 35”C y 40*C ésta se convierte en un 
factor limitante del crecimiento celular. Temperaturas de fermentación elevadas (>25*C) 
favorecen también la evaporación de compuestos de importancia para el aroma del 
producto. Por lo expuesto, la temperatura de fermentación requiere un riguroso control 
con el fin de evitar paradas de la fermentación o deterioro en la calidad organoléptica de la 
sidra. Una vez finalizada la fermentación alcohólica y la densidad del mosto es de 
aproximadamente 1,003 g/L (concentración de azúcares menor a 2 g/L), se efectúa el 
primer trasiego con el objetivo de eliminar las borras de fermentación. 
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Sigue un período de reposo o maduración de 15 días aproximadamente, en donde el 
producto se clarifica naturalmente o por el agregado de agentes clarificantes, uno de los 
principales que se utiliza en la industria es la filtración o el clarificado con bentonita con 
posterior decantación por gravedad. El producto final, filtrado, se denomina “sidra base” 
de acuerdo al Código Alimentario Argentino, aunque a nivel industrial se lo conoce también 
como “caldo de sidra”. Seguido al proceso de fermentación primaria o alcohólica puede o 
no ocurrir una fermentación secundaria o maloláctica (FML), llevada a cabo por las 
bacterias lácticas. 


Con el fin de lograr un producto con sabor balanceado, en términos de acidez y contenido 
de taninos, se puede efectuar el mezclado o corte de sidras base. Luego se procede a 
efectuar el endulzado con sacarosa y gasificación obteniéndose el producto final listo para 
ser embotellado. Existen dos estrategias para gasificar las sidras, el gasificado artificial y el 
método champenoise. El primero consiste en el agregado del gas CO2 directamente a la 
sidra-base, el segundo consiste en realizar una segunda fermentación en botella, donde se 
agrega azúcar y la levadura a la sidra-base obtenida en la primera fermentación, luego de 
realizada la 2” fermentación se procede a la clarificación (extracción de la borra) por 
decantación dentro de la botella, las mismas se colocan en pupitres con una inclinación de 
45” y se giran una vez por día durante tres meses aproximadamente. Una vez clarificado el 
producto se procede al denominado “deguelle” que implica extraer las levaduras que se 
juntan en la punta de la botella. El producto final denominado “sidra” por el Código 
Alimentario Argentino (CAA) establece densidades de 1,025 g/L para la sidra dulce y de 
1,015 g/L para la sidra semidulce, y respecto del gasificado, la concentración máxima 
permitida para la sidra (con gasificación artificial) es de 5 %v/v, sin embargo, para la sidra 
champagnizadas se permiten concentraciones máximas de 7 %v/v (CAA Artículo 1085 - 
Resolución Conjunta SPRyRS N* 87/04 y SAGPyA N* 566/04). 


48 


En todos los procesos fermentativos, las levaduras metabolizan las hexosas presentes en el 
mosto a través de la glucólisis vía en la cual se produce piruvato como sustrato final. En 
condiciones anaeróbicas, como las que se establecen durante el proceso de elaboración de 
sidras, las levaduras transforman al piruvato mayoritariamente en etanol y CO2 durante el 
proceso de fermentación alcohólica. El objetivo de este proceso bioquímico, central en la 
elaboración de sidra y de otras bebidas fermentadas, es el de mantener el balance redox 
necesario para sostener el catabolismo glucolítico, única fuente de producción de energía 
de la célula en estas condiciones. Durante el proceso fermentativo las levaduras no sólo 
producen etanol y CO2 sino también otros compuestos que contribuyen positivamente al 
sabor de la sidra. También pueden formarse otros metabolitos como el SH2 que inciden 
negativamente en las características del producto final. 


Di Biocapas, biopelículas o biofilms 


La presencia de cepas resistentes a los desinfectantes aplicados puede representar un 
desafío económico para la industria alimentaria además de tener implicaciones en la salud 
humana. Por ejemplo, existen cepas de Staphilococus spp hacia los amonios cuaternarios, 
concretamente que más del 13% de las cepas eran resistentes al cloruro de benzalconio. En 
otro estudio realizado con Listeria monocytogenes aislada de una industria alimentaria 
observaron que el 4% de las cepas aisladas eran tolerantes a la concentración mínima 
inhibitoria (MIC 3 jgml-1) y un 13% eran resistentes (MIC 4-7 ug/ml) a los amonios. 
Pseudomonas spp. a menudo se encuentra en las superficies y equipos de la industria 
alimentaria. Se considera que una bacteria es alterante de los alimentos, cuando su 
persistencia al medio se puede explicar por la capacidad que tiene la misma de formar 
biofilms y además, por su elevada resistencia intrínseca hacia los desinfectantes. La 
resistencia de las Enterobacterias a los desinfectantes generalmente es menor que la de 
Pseudomonas spp. 


El uso de desinfectantes puede conducir a la selección de cepas bacterianas que son 
intrínsicamente resistentes a los agentes antibacterianos aplicados. Además, la exposición 
a desinfectantes en concentraciones subletales produce una resistencia más estable. Es 
importante diferenciar una respuesta inducida por un estrés, la cual es reversible de la 
adaptación que produce una resistencia más estable a los desinfectantes. En condiciones 
de laboratorio la adaptación de los microorganismos se estudia mediante la exposición de 
los mismos a concentraciones de desinfectantes gradualmente más altas. En condiciones 
reales la adaptación ocurre en los nichos de difícil acceso en los cuales el desinfectante 
queda en bajas concentraciones. 


En resumen, las bacterias pueden adquirir resistencia más alta a los desinfectantes a través 
de la adaptación, adquisición de elementos resistentes a nivel genético, respuestas de 
estrés o formación de biofilms. Para evitar la aparición de las resistencias es necesario 
aplicar los principios básicos y elementales de la higiene entre ellos: realizar una buena 
limpieza antes de la desinfección, utilizar la concentración y el tiempo de contacto 
adecuados y finalmente aclarar y secar las superficies tras la desinfección que en muchos 
casos puede prevenir la aparición de resistencias bacterianas. Una posible solución a los 
fenómenos de resistencia es la rotación entre distintos desinfectantes que no estén 
relacionados o la aplicación de concentraciones del desinfectante más altas. 
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En esencia, esta práctica conlleva que, cada cierto tiempo, dependiendo del tipo de 
contaminación y la extensión de la misma, se cambia el tipo de desinfectante creando un 
ciclo con dos, y preferiblemente con tres, productos de desinfección diferentes. En los 
últimos veinte años, ha ido creciendo la percepción de que las bacterias no se encuentran 
en el medio ambiente en una forma unicelular o libre, como las estudiadas en el laboratorio, 
sino que la gran mayoría se combinan en grandes colonias limosas donde los diversos 
microorganismos establecen relaciones y dependencias. Esta percepción ha constituido un 
punto de partida para incitar a investigar más acerca de las propiedades físicas y químicas 
de los biofilms, la caracterización de su morfología, y sus formas de desarrollo. Los biofilms 
son comunidades complejas de microorganismos embebidas en una matriz de polímeros 
extracelulares, fijas a una superficie, que pueden presentar una única especie o un abanico 
de especies diferentes. 


Se pueden encontrar biofilms en todos los medios donde existan bacterias: en el medio 
natural, clínico o industrial. Necesitan un entorno hidratado y una mínima presencia de 
nutrientes, porque pueden desarrollarse sobre superficies hidrófobas o hidrófilas, bióticas 
o abióticas. Desde un punto de vista tecnológico, algunos biofilms pueden desempeñar una 
función beneficiosa cuando forman parte de biorreactores para la obtención de productos 
fermentados. Sin embargo, su presencia puede ser perjudicial e indeseable puesto que en 
muchos casos producen contaminaciones del producto acabado, que se traduce en una 
disminución del periodo de conservación y/o en la transmisión potencial de enfermedades, 
producen una reducción del flujo, de la transmisión del calor, pérdidas energéticas, bloqueo 
de los poros de las membranas y corrosión de metales, entre otros problemas. Las 
principales fases de desarrollo de las biopelículas, son: 


Adhesión Fijación y Maduración Equilibrio entre 
de gérmenes formación del del biofilm formación 
del agua a la limo (matriz de biofilm y 
superficie extracelular) desprendimiento 
del mismo 


reversible irreversible 
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1. Acondicionamiento: el biofilm bacteriano empieza a formarse cuando alguna célula 
individual se adhiere inicialmente a una superficie. La capacidad de adhesión de los 
microorganismos a un sustrato depende de factores ambientales como la temperatura y el 
pH, y de factores genéticos que codifican las funciones motrices, la sensibilidad ambiental, 
las adhesinas y otras proteínas. 


2. Adsorción y fijación: el proceso de adhesión se da en dos fases; una primera fase 
reversible, seguida de una segunda fase irreversible. La fase reversible es una unión débil 
de la bacteria con el sustrato. En ella actúan fuerzas de Van der Waals y fuerzas 
electrostáticas e interacciones hidrófobas. Durante la unión reversible, las bacterias siguen 
mostrando movimientos brownianos y se pueden eliminar de manera sencilla con una 
suave limpieza. La segunda fase, irreversible, es dependiente del tiempo, resulta del anclaje 
de los apéndices celulares y/o de la producción de polímeros extracelulares. En esta fase 
las bacterias sintetizan la matriz de exopolisacáridos para establecer un contacto físico 
entre las células y la superficie. Una vez establecido, las células bacterianas se multiplican 
dando lugar a microcolonias y posteriormente el biofilm. Durante el proceso de adhesión, 
las bacterias cambian su fenotipo y llegan a ser básicamente diferentes respecto a cuando 
están en forma libre, estado conocido con el nombre de células planctónicas (de plancton). 
De modo que se produce la expresión de genes específicos, se producen cambios y 
alteraciones en su morfología y cambian su tasa de crecimiento. Teniendo en cuenta este 
proceso, la matriz de exopolisacáridos es uno de los componentes principales que 
interviene en el mecanismo de adhesión de los microorganismos. Para la unión irreversible 
entre la célula y la superficie es necesario un tiempo de contacto mínimo. Si bien, en 
general, el espacio temporal para el desarrollo de un biofilm es corto y varía en función de 
la temperatura, disponibilidad de nutrientes y presencia de antibióticos. En este sentido, 
varios estudios indican que las uniones irreversibles llevan de 20 minutos a 4 horas a una 
temperatura de entre 4 y 20”C. 


3. Evolución y maduración del biofilm: la secuencia de unión de diferentes especies 
bacterianas influye en la composición del biofilm resultante. La población inicial que se une 
puede cambiar las propiedades de la superficie y así, las que vienen después se pueden 
adherir vía asociación célula a célula. En algunos casos, la unión de unas segundas especies 
puede incrementar la estabilidad de la población del biofilm, por ejemplo, está demostrado 
que Listeria monocytogenes era más propensa a adherirse al acero en presencia de 
Pseudomonas spp. 


Si las condiciones son adecuadas para un crecimiento suficiente del biofilm, por naturaleza, 
desarrollará una estructura organizada. A este proceso se le llama maduración. Un biofilm 
maduro puede consistir en una simple capa de células, en un polímero extracelular poroso 
o en múltiples capas de microcolonias sueltas o embebidas por las sustancias poliméricas 
extracelulares. A medida que madura el biofilm, se adapta a los nutrientes, al oxígeno y los 
cambios poblacionales, formando microcolonias discretas separadas por canales de agua. 
Algunos de los factores que afectan al desarrollo del biofilm, incluido las propiedades de la 
superficie y de la interfase, son: 
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La disponibilidad de nutrientes. 

La composición de la comunidad microbiana. 
La disponibilidad de agua. 

La interacción interespecífica. 

El transporte celular. 


e 


En los diversos medios donde se encuentran los microorganismos, se dan situaciones de 
abundancia e incluso de exceso de nutrientes, y situaciones de austeridad y falta de 
nutrientes. Esta última situación se da en el agua potable, especialmente en los sistemas 
de agua de alta pureza, donde las bacterias activan estrategias propias de cada especie. 
Unos microorganismos cambiarán su cubierta para hacerla más hidrófoba y dirigirse hacia 
las paredes; otros irán moviéndose directamente con sus flagelos o pili, y otros caerán al 
fondo por gravedad. 


En la superficie donde lleguen habrá alguna molécula orgánica o mineral que permita un 
cambio energético mínimo. Las partículas del entorno o las de la misma superficie pueden 
suministrar el sustrato inicial, puesto que las bacterias como es el caso de Legionella spp, 
son capaces de obtener nutrientes de las tuberías o del revestimiento interno del sistema 
hídrico. Legionella spp. puede obtener trazas de metal a partir del acero inoxidable, 
concretamente el hierro es un mineral esencial para su desarrollo y crecimiento. Los 
microorganismos oligotrofos serán los primeros en colonizar una superficie, y les seguirán 
aquellos que han evolucionado para encontrar y unirse a las superficies con tal de 
incrementar sus posibilidades de captar nutrientes. 


El tipo de sustrato influye en las características de unión. Las bacterias tienden a unirse al 
cristal (superficie hidrófila) uniformemente en una capa, mientras que en las hidrófobas 
como el nylon tienden a unirse en grupos. El acero inoxidable se usa frecuentemente como 
material para la cocina y las instalaciones industriales porque es resistente a los golpes, a la 
corrosión, dura mucho tiempo y es de sencilla fabricación, además de ser estable, inerte y 
de fácil limpieza. A escala microscópica se observa como el acero presenta diminutas 
oquedades que no se ven macroscópicamente, lo cual permite una mayor retención de 
bacterias por el incremento del número de puntos de adhesión. Las superficies rugosas 
acumulan suciedad y son de más difícil limpieza que las lisas. En consecuencia, los defectos 
de las superficies proporcionan protección a la suciedad y los microorganismos, lo que hace 
que las bacterias supervivientes puedan volver a multiplicarse y formar un biofilm. 


Además, una vez allí, algunos microorganismos en los biofilms catalizan reacciones 
químicas y biológicas, causando corrosión del metal. Los biofilms y las bacterias adheridas 
a la superficie pueden resultar entre 10 y 100 veces más resistentes que las bacterias en 
suspensión. Hay dos hipótesis que pueden explicar esta observación: La primera de ellas se 
basa en la actuación del biofilm como una barrera de difusión. La difusión del desinfectante 
es inversamente proporcional a su peso molecular, además dependiendo de la naturaleza 
química del desinfectante puede interactuar con macromoléculas del biofilm perdiendo su 
eficacia. La segunda hipótesis es que las bacterias dentro del biofilm sufren alteraciones 
fisiológicas confiriéndoles más resistencia frente los desinfectantes, aunque también 
depende de la naturaleza del mismo. 
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La eliminación de los biofilms no es una tarea fácil puesto que factores como la 
temperatura, el tiempo, y las fuerzas mecánicas y químicas intervienen de manera directa 
en el proceso de des adhesión. De modo que la desinfección tras la eliminación del biofilm 
es requerida en las plantas de alimentación sobre todo en aquellas zonas donde queda 
humedad, puesto que se favorece las condiciones de crecimiento de los microorganismos. 
A pesar de que todas las bacterias tienen la capacidad de formar biofilms hay algunos 
géneros que lo forman más fácil y rápidamente como Pseudomonas, Enterobacter, 
Flavobacterium, Alcaligenes, Staphylococcus y Bacillus. Además, entre los patógenos como 
L. monocytogenes también se ha descrito que tiene capacidad de formar biofilms. En un 
ambiente de procesado de alimentos, la flora es probable que sea una mezcla de muchas 
especies. Sin embargo, hoy en día no se conoce bien si la flora presente en las superficies y 
en el ambiente de una industria de procesado es fruto de un fenómeno de selección 
natural. El conocimiento de la flora bacteriana residente en las instalaciones en el ambiente 
de una planta de procesado de alimentos sería información valiosa para el diseño del 
programa de limpieza y desinfección. En contraposición a los alimentos, en los que se ha 
investigado mucho sobre su ecología microbiana a lo largo de los últimos años, existe un 
vacío de información respecto a las superficies que contactan con dichos alimentos. 


Como hemos mencionado anteriormente es frecuente hallar microorganismos en el 
interior de las grietas, recovecos, puntos ciegos de circuitos, juntas y un sinfín de lugares 
que la mayoría de las veces el operario olvida (no se contemplan) al realizar el control de 
superficies, y sin embargo son puntos de control críticos en materia de higiene de 
instalaciones. La industria alimentaria realizaba exámenes microbiológicos, de forma 
rutinaria, sobre las materias primas y el producto acabado con el fin de controlar la calidad 
y la seguridad del producto, y sobre las superficies, equipos, utensilios y personal 
manipulador, para controlar la efectividad de la higiene aplicada durante el proceso. En la 
actualidad este procedimiento se considera obsoleto puesto que el problema de hacer 
análisis de producto final es que se detecta el problema, pero no se pueden identificar las 
causas. 
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6. Factores biológicos de deterioro en bebidas fermentadas 


De lo analizado hasta ahora, podemos inferir que no siempre la refrigeración es el método 
óptimo para la conservación del producto fermentado. En general, hay otros dos factores 
que están íntimamente ligados al anterior. La humedad relativa del medio es importante 
tanto para la materia prima como para los microorganismos que posan en su superficie. 
Nunca se debe almacenar en un ambiente donde le permita a la materia prima ganar agua. 
En la selección de los ambientes adecuados para la conservación de materias primas se 
tendrá presente la relación existente entre humedad relativa y temperatura. En general, a 
temperaturas más elevadas, humedades relativas bajas y viceversa. Las materias primas 
con alteraciones superficiales producidas por microorganismos, se almacenarán en 
ambientes con humedad relativa baja. Sin embargo, es posible retrasar las alteraciones 
superficiales sin disminuir la humedad relativa modificando la atmósfera gaseosa 


El almacenamiento en atmósferas con porcentajes crecientes de CO2, hasta llegar a una 
cifra alrededor del 10%, se denomina almacenamiento en atmósfera controlada o 
almacenamiento c-a. Aunque se ha demostrado el efecto del CO2 sobre un gran número de 
hongos causantes de alteraciones, se desconoce con exactitud su mecanismo de acción. En 
atmósferas controladas el fruto retarda su proceso de maduración como consecuencia de 
una disminución en su ritmo respiratorio. El sistema consiste en aumentar la concentración 
de CO2 y disminuir la del Ó2 esto permite un proceso de maduración lento pero progresivo. 
No se puede pensar en la eliminación total del 02 ya que esto también provoca 
anormalidades, por ejemplo, la aparición de sabores extraños, diferentes a los del fruto 
natural, debido a la oxidación anaeróbica de los carbohidratos. 
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Los cereales (cebada, trigo, centeno, sorgo, arroz, maíz) se acostumbran a almacenaren 
dispositivos especiales llamados silos. En ellos se ejerce un control sobre la temperatura y 
las condiciones de humedad. Cuando se produce en un punto un ataque microbiano, se 
detecta porque hay un leve aumento en la temperatura. De inmediato se procede a la 
fumigación. 
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La malta es más exigente en cuanto a las condiciones de almacenamiento y transporte 
interno en planta. Se debe almacenar aproximadamente cuatro semanas antes de 
someterla a proceso. Si ese estado de reposo es modificado se presentan problemas en el 
producto final. La malta es altamente higroscópica; después de procesada debe quedar con 
un contenido de humedad entre 4,0-4,5%. Si durante el almacenamiento sobrepasa del 
7,0%, queda inutilizada para la cervecería. Estas condiciones no sólo deben cumplirse en el 
almacenamiento sino también en el transporte de la malta en planta. El tratamiento 
térmico a que son sometidas las melazas, impide el desarrollo posterior de 
microorganismos. A ello contribuye su bajo contenido de humedad. Al igual que los cereales 
se debe almacenar a temperaturas bajas en ambientes secos. 


El crecimiento de hongos en su superficie se evita llenando completamente el recipiente 
que las contiene. Un elemento conservador en las melazas es la presión osmótica que 
ejerce el azúcar disuelto. Esta presión aumenta en la medida que aumenta el grado de 
inversión de la sacarosa. Sin embargo, las alteraciones que puede sufrir la melaza son 
debidas a ciertos cambios químicos que ocurren en su interior y a algunas especies de 
levaduras osmófilas que sobreviven al tratamiento térmico inicial. Con respecto al primero, 
parece ser que aminoácidos y glucosa reaccionan con la consiguiente producción de CO2. 
Esta se ve favorecida a temperaturas elevadas (40*C). 
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La microflora inicial de la malta está dominada por microorganismos autóctonos de la 
cebada. Una variedad de hongos (especialmente especies de Fusarium y Aspergillus) 
pueden invadir la cebada antes de maltear. Fusarium juega un papel en climas fríos y 
húmedos, invadiendo los granos durante la temporada de crecimiento. Durante el remojo, 
algunos microorganismos son capaces de crecer. Los aumentos en el número de bacterias 
son variables, dependiendo de la temperatura y aW, con Aureobacterium, Alcaligenes, 
Clavibacterium, Flavobacterium, Erwinia y Pseudomonas como los géneros más comunes. 


Entre la flora micótica total más representativa, están los mohos: Fusarium, Mucor, 
Eurotium, Alternaria y Rhizopus. Aspergillus clavatus es de particular preocupación, ya que 
puede aparecer con niveles altos si las temperaturas de malteado son elevadas o se 
produce un calentamiento espontáneo. Asimismo, puede ser alergénico y se informa que 
es la causa del "pulmón de los trabajadores de la malta". El horno reduce sustancialmente 
la población microbiana, pero no suele eliminar la flora micótica. Además, como hemos 
mencionado, tenemos a bacterias indeseables como: Erwinia, Pseudomonas y 
Lactobacillus. Como en los vinos, el término enfermedad se refiere a las condiciones 
indeseables de la cerveza como consecuencia del desarrollo de microorganismos que, 
generalmente, son bacterias. 


Las familias de bacterias de mayor importancia en la industria cervecera son: 
Pseudomonadaceae, Bacteriaceae y Lactobacteriaceae y especificamente las siguientes 
especies de los géneros mencionados a continuación tienen que ver con el tema que se va 
a tratar: Acetobacter, Lactobacillus, Estreptococos Flavobacterium y Achromobacter. 
Aunque es bueno recordar que las bacterias integrantes de estas cinco especies 
mencionadas últimamente son fácilmente destruibles a temperaturas por debajo del punto 
de ebullición del agua, sin embargo, su presencia en la cerveza es signo de que el punto de 
contaminación puede estar en una de las operaciones posteriores a la ebullición de la 
cerveza nueva. 


Acetobacter: Son aerobias y crecen generalmente en el intervalo de 52-82 a 35”-40*2C, 
Producen ácido acético aerobiamente a partir del etanol y poseen tolerancia frente a la 
acidez y a los antisépticos del lúpulo en las cantidades que se encuentran en las cervezas. 
Pueden ser las responsables de la acidez debido al ácido acético. Otras dos especies, A. 
capsulatum y A. viscosum, pueden producir viscosidad, mientras que A. turbidans, puede 
originar turbidez y acidez. 


56 


Este último tiene aparentemente la posibilidad de desarrollarse cuando solamente se 
encuentra presente una proporción muy pequeña de oxígeno. El control sobre ellas se 
ejerce excluyendo el oxígeno del producto fermentado y empleando cultivos puros de 
levaduras. 


Lactobacillus y Estreptococos: Los primeros son tolerantes a los ácidos y pueden resistir el 
poder antiséptico del lúpulo. Una especie, L. pastorianus, da lugar a acidez y a un tipo de 
turbidez sedosa; puede producir ácidos láctico, acético y fórmico, alcohol y dióxido de 
carbono de azúcares fermentables; crece en un intervalo de temperatura comprendido 
entre 112-372 C. Es el organismo que más defectos produce en las cervecerías que emplean 
métodos de fermentación superficial. Aunque de difícil eliminación, sin embargo, se puede 
controlar manteniendo las instalaciones limpias, la levadura debe ser pura, reduciendo a 
un mínimo los extractos fermentables residuales, pH muy bajo, la concentración del lúpulo 
debe ser alta en el momento del trasiego y la pasterización de la cerveza. Los segundos 
ocasionan acidez, turbidez, viscosidad y sarcina (enfermedad caracterizada por un olor 
similar a miel. Este olor es debido a la producción de diacetilo por la bacteria). El organismo 
causante de estos defectos es el Estreptococos damnosus. Tolerante frente a los ácidos, 
pero con un pH óptimo de 5,0 a 6,0. 


Flavobacterium. El representante de esta especie es F. proteus, infectante de las levaduras 
de la cerveza, es aerobio facultativo y produce etanol y ácido, tanto en los caldos con lúpulo 
como en los que no lo tienen. Su actividad es restringida a pH próximos a 4,2. 


Achromobacter. El representante de esta especie es A. anaerobium. Es tolerante a los 
ácidos y al lúpulo, produce turbidez sedosa y mal olor. Crece a pH inferior a 4,0. Utiliza la 
glucosa y la fructuosa, pero no la maltosa. El organismo es destruido por el calor, tratando 
durante 5 minutos a 602 C 
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Por otra parte, hay bacterias como Pectinatus y Megapshaera que son capaces de 
encontrar nichos adecuados en cervecerías donde pueden sobrevivir durante años sin 
causar ningún defecto obvio, pero debido a algunas fallas tecnológicas o una limpieza 
inadecuada, pueden causar contaminación y deterioro de la cerveza. La búsqueda de 
fuentes de contaminación es el primer paso para su eliminación. La alta frecuencia de 
contaminación de los productos envasados indica que la contaminación está afectando a 
todo el lote de producción y las fuentes deben tenerse en cuenta durante todo el proceso 
de producción. Las incidencias esporádicas se refieren a una contaminación secundaria en 
la etapa de llenado. Con frecuencia, se pueden encontrar varios sitios de contaminación en 
el proceso y puede ser difícil relacionar una fuente específica con incidentes de deterioro. 
Sin embargo, la ocurrencia de contaminantes de cerveza estrictamente anaeróbicos en las 
áreas donde se maneja el producto abierto siempre es un riesgo para la calidad del 
producto. 


(a) (b) 


Flagella 


——— 2 um —_—_— 


(c) (d) 


2 um — os) 
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Como contramedidas, se debe llevar a cabo con prontitud una limpieza mecánica adecuada 
seguida de la desinfección y el reemplazo de piezas y superficies para eliminar las 
contaminaciones. M, cerevisiae y Pectinatus son relativamente sensibles, especialmente a 
los biocidas oxidativos como el ácido peracético, y su uso se recomienda principalmente. 
Debe tenerse en cuenta que los microbios agregados en una biopelícula o biofilms, pueden 
ocasionar una mayor resistencia a la desinfección aplicada. 


7. Criterios y Riesgos microbiológicos 


Los programas de muestreo en alimentos, son independientes del tamaño del lote siempre 
que el lote sea lo suficientemente grande en comparación con el tamaño de la muestra. La 
severidad de un programa de muestreo debe basarse en el riesgo que represente el 
consumo de un alimento por el consumidor por la presencia de microorganismos 
patógenos, de sus toxinas y metabolitos tóxicos o por la de microorganismos capaces de 
deteriorar la calidad del alimento hasta un estado inaceptable. Para la elección de un 
programa se deben tener en cuenta: el tipo y la calidad del riesgo que conllevan las especies 
microbianas que se están analizando y las condiciones previsibles de manejo y consumo a 
las que el lote se someterá tras el muestreo. El plan de muestreo es uno de los componentes 
del criterio microbiológico y comprende: el procedimiento de toma de muestra y el criterio 
de decisión a aplicar en el lote de alimentos. El plan de muestreo debe ser económicamente 
factible. Existen dos tipos de planes de muestreo reconocidos internacionalmente, 
definidos por la ICMSF: el plan de dos clases (por ejemplo: n=5, c=0 / n=5, c=2, m=) y el de 
tres clases (por ejemplo: n=5, c=2, m=10*, M=10*) donde: 


e n=número de muestras examinadas de un lote; 

e mm=mlímite microbiológico que, en un plan de dos clases, separa la calidad 
aceptable de la rechazable y en un plan de tres clases separa la calidad aceptable 
de la marginalmente aceptable. 

e Mi = límite microbiológico que en un plan de tres clases separa la calidad 
marginalmente aceptable de la rechazable 

e C= número máximo permitido de unidades de muestra defectuosas (plan de dos 
clases) o marginalmente aceptables (plan de 3 clases). 


El plan de dos clases es utilizado generalmente para patógenos, mientras que el plan de 
tres clases es utilizado frecuentemente para el análisis de indicadores de higiene donde es 
posible la cuantificación (en unidades de masa o de volumen) de los microorganismos. Es 
importante tener presente que en la práctica ningún plan de muestreo puede asegurar la 
ausencia de un microorganismo determinado. El número de microorganismos encontrado 
en la muestra analizada puede ser distinta en una parte no muestreada del lote o de 
alimento. La representatividad de los resultados de laboratorio en microbiología de 
alimentos depende del número de muestras recolectadas, de si la distribución de los 
patógenos en el lote es homogénea o no y de si el muestreo es realizado de manera 
aleatoria / dirigida. La confiabilidad de los resultados obtenidos depende de la técnica 
seleccionada para realizar el análisis (sensibilidad y especificidad). Los análisis 
microbiológicos de los productos alimenticios, como así también las demás prácticas de 
laboratorio, deben estar respaldadas por los datos de pruebas de seguridad de una calidad, 
de un rigor y de una reproductibilidad suficientes. 
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Los Principios de Buenas Prácticas de Laboratorio (BPL) se han elaborado para promover la 
calidad y la validez de los datos de análisis que sirven para establecer la inocuidad de los 
alimentos. Se trata aquí de un concepto de gestión que abarca la totalidad del proceso de 
organización, así como las condiciones en las cuales los estudios de laboratorio se 
planifican, se aplican, se verifican, se registran y se informan. Las Normas ISO 9001 y 17025, 
regulan internacionalmente las acreditaciones de cada laboratorio y de sus 
funcionamientos en particular. 


En la elaboración de un alimento se pueden identificar una serie de pasos en los que puede 
producirse la contaminación del alimento por microorganismos o en los que, los 
microorganismos ya presentes en el alimento pueden multiplicarse con mayor facilidad. 
Estos pasos del proceso se denominan “puntos críticos” (PPCC) y sobre ellos hay que actuar 
a la hora de mejorar las características microbiológicas del alimento en cuestión. Un 
producto tiene buena calidad microbiológica cuando sus cargas microbianas son reducidas 
y constantes (esto es, no presentan variaciones estacionales o de cualquier otro tipo de 
periodicidad que impiden que el producto sea homogéneo a lo largo del tiempo). 


Para lograr un aumento de la calidad microbiológica de un alimento lo que hay que hacer 
es determinar en la Industria cuáles son los críticos del proceso y evitarlos siguiendo un 
código estricto de Buenas Prácticas de Elaboración y Distribución del alimento (BPE). La 
prevención, por tanto, está en evitar manufacturar productos de baja calidad 
microbiológica y no en comprobar la calidad microbiológica de los ya elaborados (lo que, 
por otra parte, presenta una relación costo — beneficio muy baja por la gran cantidad de 
muestras que es necesario analizar). 


En el desarrollo de las BPE hay que hacer un análisis del riesgo consistente en determinar 
el peligro para la salud humana de un factor patógeno presente en un alimento y el medio 
como puede reducirse ese riesgo hasta valores infinitesimales por medios tecnológicos. 
Este riesgo depende de la DMI (Dosis Mínima Infectiva) del microorganismo y de los valores 
del mismo que se encuentren en el alimento; asimismo hay que valorar la carga inicial de 
microorganismos en cada una de las raciones del alimento, y el número de raciones o partes 
consumidas por la población en un determinado tiempo. La letalidad del tratamiento a 
aplicar viene dada por la fórmula: 


| = log10(No/Nc¿) 


donde N¿ son los valores aceptables del microorganismo a controlar y No la carga 
microbiana inicial para dicho microorganismo. Aplicando estas BPE las oscilaciones en la 
calidad microbiológica del producto disminuyen y el análisis microbiológico es más 
consistente puesto que permite detectar alejamientos de las BPE. 


El análisis microbiológico de alimentos no tiene carácter preventivo, sino que simplemente 
es una inspección que permite valorar la carga microbiana. La prevención se logra como se 
indicó anteriormente. Puesto que el control microbiológico es un proceso analítico es 
necesario seguir una serie de criterios sobre la toma de muestras y el análisis microbiológico 
de los productos finales. 
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En este sentido, es necesario considerar: 

e la distribución desigual de los microorganismos en los alimentos, lo que hace 
necesario seguir un esquema de toma de muestras para obtener resultados 
representativos; 

e que el número de criterios utilizados a la hora de juzgar la calidad microbiológica de 
los alimentos debe limitarse al mínimo necesario para así poder aumentar el 
número de análisis y 

e que los criterios de análisis aplicados han de ser específicos de cada alimento 
porque son diferentes los microorganismos patógenos y alterantes de cada tipo de 
alimento. 


Un protocolo de análisis de alimentos correcto debe considerar: 

e la heterogeneidad de la presencia de microorganismos en los alimentos, 

e el proceso de transporte de las muestras del sitio de recolección al laboratorio 
evitando la multiplicación de los microorganismos presentes o la inactivación de 
algún microorganismo; 

e queesnecesario detectar bacterias que suponen entre 10** y 107 de la flora normal 
del alimento, flora ésta inocua, utilizando medios selectivos; 

e los tratamientos tecnológicos pueden producir daños subletales en los 
microorganismos que no pueden, en esas condiciones, volver a ser sometidos 
rigurosamente a medios selectivos y es necesaria la utilización de medios de 
recuperación y 

e que, en cualquier caso, es necesario realizar una evaluación sistemática de los 
medios de cultivo para prevenir la variabilidad debida a pequeños errores en la 
preparación de los medios de cultivo. 


El planteamiento del muestreo del alimento es diferente si se trata de un muestreo único 
(caso de una partida que llega por primera o única vez al centro de control microbiológico) 
del muestreo repetido. Cuando hay que hacer un muestreo de una partida única de 
alimento hay que considerar que los datos de mayor importancia los proporcionan las 
normas de elaboración y conservación del alimento. 


Ningún muestreo único puede dar una garantía total de calidad microbiológica del alimento 
y, como norma general, es conveniente analizar un número de muestras equivalente al 1% 
si el lote es grande y al 10% si es pequeño. En el caso de un muestreo repetido, un sistema 
basado en el análisis de 10 muestras al azar y rechazo del lote cuando se detecte una 
defectuosa obligará al fabricante a establecer medidas de seguridad suficientes para 
proteger adecuadamente al consumidor. En la rutina de trabajo del laboratorio no siempre 
es práctico; pensemos en lo engorroso que sería tomar el 10 % de un universo de 1000 latas 
de conserva, por ejemplo (100 latas). 


Cada MUESTRA estará constituida por la unidad muestral indicada en la tabla 
correspondientes a un mismo lote (constará de 250g o ml) y se las embalará en forma 
individual, según CODEX ALIMENTARIUS (interpolar según cada normativa en uso en cada 
lugar de residencia): 
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e Numero de envases o unidades del lote: de 1 a 25 
e Numero de envases o unidades que deben tomarse: 1 envase o unidad. 
e De26a100, 2 envases o unidades y mayor de 100, 5 envases o unidades. 


Ahora bien, ¿cómo y porqué se aplica el término de “criterio microbiológico”? Un criterio 
microbiológico para alimentos define la aceptabilidad de un proceso, producto o lote de 
alimentos basándose en la ausencia o presencia o el número de microorganismos y/o la 
investigación de sus toxinas por unidad de masa, volumen o área. Según se detalla en 
"Principios para el Diseño y la Aplicación de Criterios Microbiológicos Para Alimentos" - 
Codex Alimentarius Commission, consiste en: 


Señalar el alimento al que se aplicará el criterio, 

elección de microorganismos y/o sus toxinas / metabolitos a identificar y la 
razón de la elección para el producto, 

un plan de muestreo indicando el número de muestras a tomar, el tamaño de la 
misma y las características de la unidad analítica, 

los métodos para su detección y/o cuantificación, 

los límites microbiológicos considerados apropiados para el alimento en el 
punto indicado de la cadena alimentaria, 

el número de unidades analíticas donde se debe verificar el cumplimiento de 
dichos límites. 


Al establecer un criterio microbiológico se tienen que tener en cuenta los siguientes 


factores: 


Evidencia epidemiológica de que el alimento en cuestión es un vehículo 
significativo de enfermedad. 

Susceptibilidad del alimento a ser contaminado por patógenos. 

Probabilidad de crecimiento microbiano en el alimento durante su manufactura, 
almacenamiento, distribución y preparación. 

Tratamiento que recibe el alimento antes de ser consumido (proceso de cocción, 
etc.). 

La susceptibilidad de los probables consumidores a agentes patógenos y toxinas. 


Para establecer un criterio microbiológico se debe definir previamente cual será el 
propósito del mismo, éste puede comprender la evaluación de: 


La inocuidad del alimento: para este propósito se requiere la determinación de 
microorganismos patógenos y/o toxinas y en algunos casos la utilización de 
microorganismos indicadores (relacionados con la presencia de un patógeno). 
El cumplimiento de las Buenas Prácticas de Manufactura (BPM). 

La utilidad de un alimento como ingrediente para un propósito determinado. 
La vida útil de un alimento a fin de determinar su fecha de vencimiento. 


La evaluación que se hace de la inocuidad de los alimentos y de su aptitud para el consumo 
humano a través del cumplimiento con el criterio microbiológico designado para el 
producto en cuestión, puede referir a ausencia de patógenos o a la demostración de la 
aplicación de Buenas Prácticas de Higiene. 
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Enterococcus faecalis 


Bacillus 


La comparación entre los resultados de laboratorio obtenidos y los criterios microbiológicos 
establecidos puede brindar información importante tanto para el productor / elaborador 
como para los servicios de inspección en lo referente a la aceptabilidad del producto y / ó 
proceso. No basta con los criterios microbiológicos para lograr este objetivo, sino que es de 
suma importancia verificar la aplicación de las Buenas Prácticas de Manufactura u otros 
sistemas (por ejemplo, HACCP) para asegurar que los microorganismos indeseables sean 
eliminados o minimizados a un nivel tal que no puedan ocasionar daño a los seres humanos. 


En la República Argentina, el Código Alimentario Argentino establece dos categorías 
principales en cuanto a los criterios a seguir para la elaboración de patrones 
microbiológicos (provenientes de la Resolución MS y AS N* 003 del 11.01.95- de "Principios 
Generales Para El Establecimiento De Criterios Y Patrones Microbiológicos 

Para Alimentos MERCOSUR" - GMC - RES N2 059/93): 


. Criterio Obligatorio: se utiliza para referirse a los microorganismos considerados 
patógenos y/o sus marcadores, considerados de importancia en salud pública y de 
acuerdo con la clase de alimento. En este caso su hallazgo constituye razón 
suficiente para imputar la infracción y proceder en consecuencia, en forma 
preventiva o represiva, imponiendo las sanciones que correspondan. 

. Criterio Complementario (Recomendatorio): a diferencia del anterior es el criterio 
relativo a la evaluación del proceso tecnológico utilizado para la obtención de un 
producto. Puede orientar al fabricante, aconsejarlo acerca de puntos sin control, y 
su seguimiento permitirá inferir o determinar la "falla", que se demuestra en los 
protocolos analíticos. No tiene por finalidad la inspección final, con lo que se indica 
que de su incumplimiento no derivarán sanciones. 
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En ese momento se destacará la idoneidad del inspector actuante, quien sugerirá las 
acciones correctivas y se pondrá a prueba la responsabilidad del elaborador, a quien, de 
manifestarse remiso a adecuarse, sí se le aplicará la sanción correspondiente. Cuando se 
evalúa el riesgo microbiológico asociado a un alimento específico todos los 
microorganismos transmisibles a través de los alimentos deben ser considerados 
incluyendo bacterias, virus, hongos, levaduras, algas y parásitos. 


Criterios microbiológicos en los principales patógenos alimentarios (CODEX 
ALIMENTARIUS) 


Criterio de aceptación 
Parámetro Metodología * 


Recuento de colifor- ISO 4831:2001, BAM- 
mes (NMP/g) FDA:2001, ICMSF 


Recuento de Estafilo- 102 ISO 6888-1:1999 
cocos 

coagulasa positiva 

(UFC/g) 


Recuento de hongos y 10 [SO 21527-2:2008 

levaduras (UFC/g) - 

peto de anaero- 10? ISO 15213:2003 
os 

sulfito reductores 

(UFC/g) 


Listería monocytoge- ausencia ISO 11290-1:2004; BAM- 

nes! 25g FDA:2003; USDA- 
FSIS:2008 

Salmonella spp! 25 y ausencia ISO 6579: 2002; BAM- 
FDA 2007 


Los riesgos asociados como las toxinas/ metabolitos producidos por estos organismos y 
algunas propiedades intrínsecas (por ejemplo, la resistencia a antibióticos) deben también 
ser considerados en la evaluación. La presencia de algunos microorganismos en los 
alimentos no es necesariamente un índice de riesgo para el consumidor. Vegetales y 
animales son la principal fuente de los alimentos que comemos y se encuentran 
naturalmente asociados a microorganismos, lo que implica que los alimentos que de ellos 
se obtengan también estarán asociados naturalmente a microorganismos. Los 
microorganismos elegidos para la elaboración del criterio deben ser relevantes para el 
alimento y circunstancias particulares (producto crudo o listo para consumir, perfil del 
consumidor del producto). Si el criterio establece la búsqueda de microorganismos 
indicadores, su propósito debe ser detallado claramente (por ejemplo, detectar higiene 
inadecuada, indicar posible presencia de patógenos). 
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Es importante tener presente que, mientras para un alimento cocido o listo para consumir 
la tolerancia para un determinado microorganismo es cero, sí se puede permitir la presencia 
del mismo en el alimento crudo dentro de ciertos niveles-si éste fuera sometido a un 
tratamiento previo a su consumo por el cual se eliminará dicho microorganismo (por 
ejemplo, cocción). En este mismo sentido, la interpretación del resultado es diferente según 
se trate de producto crudo o producto cocido o listo para consumir. Dentro de los 
microorganismos que componen un criterio microbiológico se pueden distinguir dos tipos: 


a. Organismos indicadores: para la evaluación de la inocuidad microbiológica de los 
alimentos, la utilización de organismos indicadores es muy frecuente. El análisis 
microbiológico de alimentos para la búsqueda de estos microorganismos suele utilizar 
técnicas sencillas y accesibles que permiten evaluar: 
e Calidad de la materia prima, problemas de almacenamiento, abuso de temperatura, 
vida útil (Recuento de aerobios mesófilos). 
e Potencial contaminación fecal o posible presencia de patógenos (Escherichia coli, 
Coliformes fecales) 
e Contaminación por manipulación humana (Staphylococcus aureus coagulasa 
positiva) 
e Contaminación post tratamiento térmico (coliformes,  enterobacterias, 
Staphylococcus aureus coagulasa positiva, estreptococos fecales) 
e Productos metabólicos de patógenos que indican un peligro para la salud 
(termonucleasa) 
e  Seutilizan para relevar las condiciones a las que ha sido expuesto el producto que 
pudieran implicar un posible peligro, no necesariamente presente en la muestra 
analizada, pero que podría hallarse en muestras paralelas. 


b. Organismos patógenos: aquellos que pueden encontrarse en el alimento en cuestión 
que pueden convertir al alimento en un potencial vehículo de enfermedad a quien lo 
consuma. Los métodos de laboratorio utilizados para la detección o recuento de 
microorganismos forman parte del criterio microbiológico. La elección del método a utilizar 
debe privilegiar a aquellos métodos estandarizados y de alta sensibilidad que hayan sido 
validados por organismos internacionales/ nacionales de referencia. (Código Alimentario 
Argentino, Art. 1413 y 1414). 


En los últimos años ha habido avances significativos en el desarrollo de nuevas tecnologías 
para la detección y la separación de microorganismos de los alimentos. El desarrollo de 
técnicas moleculares (PCR) e inmunológicas (ELISA) brinda ventajas sobre los métodos 
tradicionales, específicamente en lo que refiere a velocidad, pero su uso todavía no se ha 
generalizado. En general, las decisiones a tomar cuando el limite microbiológico establecido 
en el criterio designado para el alimento en cuestión es excedido, dependerán de los 
motivos que fundamentaron el establecimiento del criterio. Los límites microbiológicos del 
criterio pueden ser utilizados para definir la aceptabilidad de materias primas, la 
adecuación de medidas higiénicas, la posibilidad de contaminación ambiental, la presencia 
de nichos” microbianos en los equipos o la aceptabilidad del producto terminado. 
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En la mayoría de los casos cuando se analiza el producto final se sabe que los límites se han 
excedido se tiene cuando ya es tarde. Si se aplican los criterios microbiológicos en 
determinados puntos del proceso de elaboración para el monitoreo de las condiciones de 
procesado, cuando se obtienen los resultados, éstos sirven como disparador de acciones 
correctivas apropiadas en beneficio del producto final. Si alguno de los límites que 
componen el criterio es excedido, las decisiones deben tomarse según el tipo de peligro 
que involucre el límite excedido y debe realizarse, en todos los casos, en el contexto de una 
evaluación integral del proceso. 


Si bien en la teoría cualquier alimento perecedero poco ácido puede constituirse en un 
peligro potencial a la salud si es manipulado incorrectamente, que se desarrolle una 
enfermedad transmitida por el alimento y la velocidad a la que esto ocurra dependerá de 
la cantidad y el tipo de contaminante presente. Cantidades pequeñas de Staphylococcus 
aureus, Clostridium perfringens y Bacillus cereus pueden hallarse en los alimentos sin 
constituir un peligro directo para la salud del consumidor. 


Sin embargo, si los alimentos con bajos recuentos de S. aureus, B. cereus o C. perfringens 
son manipulados de manera incorrecta (deficiente refrigeración, por ejemplo) se permitirá 
el crecimiento de cualquiera de los tres microorganismos pudiendo así constituirse en un 
peligro directo para la salud: altos recuentos de S. aureus o de B. cereus puede resultar en 
la producción de enterotoxinas en los alimentos antes de ser consumidos, mientras que 
altos recuentos de C. perfringens en el alimento previo a su consumo, puede llevar a la 
producción de la toxina in vivo en el consumidor. 
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Como bajos recuentos de S. aureus, B. cereus y C. perfringens pueden ser hallados en 
alimentos producidos aplicando las Buenas Prácticas de Manufactura, los criterios para 
estos microorganismos generalmente reconocen cierta tolerancia ya que el límite 
establecido en el criterio es tal que incluso si es excesivamente superado, no existe riesgo 
directo para la salud del consumidor. Sin embargo, debemos tener presente que sí podría 
existir peligro dada la posibilidad de que por crecimiento previo o manipulación incorrecta 
del alimento que no se refleje en dichos recuentos (toxina preformada, por ejemplo) que sí 
constituye un peligro directo para la salud. Si los ensayos para las toxinas preformadas son 
negativos, debe asegurarse que las condiciones de manipulación sean las adecuadas. Si son 
positivos, el alimento debe ser destruido. 


Si el límite excedido corresponde a un criterio recomendatorio (no existe peligro directo 
para la salud), el alimento no necesariamente ha perdido su inocuidad. Este criterio permite 
un margen de discrecionalidad. Sirve para alertar sobre deficiencias en el proceso, 
distribución, almacenamiento o comercialización. En este punto, debe analizarse una serie 
de variables, no existiendo linealidad en este proceso, sino que la integración de las mismas 
y el criterio del investigador determinarán la decisión a tomar. Debe realizarse 
inmediatamente una investigación integral de las BPM, pudiendo incluirse un nuevo 
muestreo y poniendo especial énfasis en las prácticas de higiene del establecimiento. 


Los datos recolectados en este procedimiento serán la base de la toma de decisión: si existe 
evidencia de que un punto crítico del proceso no se encuentra bajo control, debe generarse 
acción inmediata. La evidencia puede referir a las materias primas, a las condiciones 
microbiológicas de los equipos de proceso, a deficiencias en la manipulación del alimento, 
a falta de control de temperaturas de almacenamiento / cocción, al hallazgo de 
microorganismos indeseables en el ambiente de proceso o la condición microbiológica del 
producto terminado. (Por ejemplo, si el punto que se detectó que no se encuentra bajo 
control son las materias primas no listas para consumo, el ingrediente no debería ser usado. 
Si ya ha sido utilizado, su influencia en la inocuidad del alimento debe ser evaluada y 
medidas apropiadas deben tomarse). 


La situación es diferente sitenemos evidencia de que existe un peligro directo para la salud, 
es decir que el criterio obligatorio ha sido excedido. Nunca debe ser excedido el criterio 
obligatorio, si esto sucediera requiere de la acción inmediata de la Autoridad de aplicación. 
Las medidas a tomar pueden ser, según la situación particular, la destrucción, 
reprocesamiento, redestinación. Los productos involucrados son retirados del mercado 
generalmente de manera voluntaria por el elaborador (las dimensiones del retiro y la forma 
de darle publicidad dependerán de la evaluación del riesgo, del tipo de producto, de peligro, 
entre otros. De todas maneras, si el retiro no es voluntario, la Autoridad Sanitaria debe 
iniciar el sumario administrativo correspondiente. 


La legislación provee alternativas a la destrucción si el producto, por el tratamiento que 
sufre durante su procesado, al momento de su consumo es inocuo. Cuando se consideran 
decisiones sobre el destino de alimentos que poseen un peligro directo para la salud, las 
alternativas diferentes a la destrucción total deben ser analizadas cuidadosamente. 
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MICROBIOLOGÍA EN BEBIDAS FERMENTADAS 


Capítulo 3 


8. Diseño higiénico sanitario de las plantas de alimentos 


Hace tiempo, el procesado de los alimentos se realizaba, generalmente, de forma 
discontinua y a pequeña escala, tratándose cada día un número variado de lotes. La 
duración de la jornada laboral venía impuesta, con frecuencia, por la disponibilidad de 
materias primas o por la demanda de los consumidores y los componentes de la instalación 
se limpiaban a mano, una vez terminado el trabajo, con los agentes de limpieza de que 
entonces se disponía, de ordinario sólo agua y jabón. No eran infrecuentes la 
contaminación y el deterioro de los alimentos por causas microbiológicas y, lo que es más 
grave, su contaminación con microorganismos patógenos, capaces de producir brotes de 
toxiinfecciones alimentarias. 


Más recientemente, ha aumentado mucho la escala de las operaciones de procesado de 
numerosos alimentos. Las operaciones discontinuas se llevan a cabo sobre partidas más 
voluminosas y, en muchos casos, las operaciones continuas han reemplazado a las técnicas 
discontinuas, para aumentar la productividad. Se ha generalizado el funcionamiento de la 
fábrica durante las 24 horas del día y se han ido sustituyendo gradualmente los métodos de 
limpieza tradicionales por los de limpieza in situ o en el lugar (CIP). 


Los problemas de contaminación microbiológica de las actuales instalaciones de gran 
capacidad son exactamente iguales a los que se daban en las de antaño, pero mucho 
mayores. Por lo tanto, la adulteración y el deterioro de los alimentos, cuando se dan, no 
afectan a unos cuantos kilos, sino a muchas toneladas de producto y, si aparece un brote 
de ETA, lo más probable es que afecte a un número mucho más elevado de consumidores. 
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Las exigencias de la higiene tienen que ser muy tenidas en cuenta en el diseño de una planta 
o fábrica de alimentos. El diseño higiénico incluye el de la instalación, los equipos y los 
edificios (tanto en lo que se refiere a su construcción como a su distribución), la provisión 
de servicios (agua bacteriológicamente aceptable y dispositivos para la eliminación de 
residuos) y la planificación e instalación de medios para la limpieza y esterilización de las 
materias primas, los aparatos y la propia fábrica. Entre los factores de diseño higiénico que 
se han de tener en cuenta, a lo largo de todo el proceso que conduce a la puesta en 
funcionamiento de una fábrica, cabe citar: 


e Laselección del emplazamiento. 
e El diseño de los edificios que albergarán el equipo de procesado. 
e El diseño y distribución de los aparatos. 


Para seleccionar correctamente un futuro emplazamiento y entre las exigencias higiénicas 
importantes a estas alturas del proyecto, se encuentran: 


e La disponibilidad de un suministro satisfactorio de agua, adecuada para las 
necesidades que la producción pueda plantear, y de instalaciones para eliminar 
tanto los residuos sólidos, como los líquidos. 

e Ausencia de posibles fuentes de polución por los residuos de otras actividades 
industriales, como vertederos y corrientes fluviales utilizados por otras factorías 
para eliminar sus residuos. 


Estas posibles fuentes de contaminación son frecuentes en las zonas industriales y pueden 
dificultar la selección del emplazamiento. Deben evitarse las áreas pantanosas y las tierras 
con mucho arbolado, porque albergan roedores e insectos y constituyen lugares apropiados 
para la multiplicación microbiana. 


Las materias primas suelen llegar a la fábrica contaminadas, por lo que, generalmente 
deben someterse a operaciones preparatorias, previas al procesado. Las hortalizas, por 
ejemplo, llegan contaminadas con tierra, materia extraña, bacterias, etc. Las zonas en las 
que se manipulan productos muy contaminados deben segregarse de las otras zonas de 
procesado. Una planificación cuidadosa de estas áreas evitará la posterior aparición de 
problemas de contaminación. Convienen edificios de una sola planta, cuando son 
importantes las consideraciones higiénicas, ya que permiten prescindir, en grandes 
sectores, de pilares de soporte, lo que, a su vez posibilita una utilización más eficaz del suelo 
y una mejor limpieza e iluminación. 


Además, este tipo de edificios facilita la manipulación y el transporte de los productos. Las 
superficies de las paredes de las salas de procesado deben estar pulidas y ser de fácil 
limpieza. Tienen que estar exentas de grietas y rugosidades, que sirven de cobijo a insectos 
y facilitan el crecimiento microbiano. Deben preferirse los materiales de superficie dura, 
como las baldosas esmaltadas y otros materiales de construcción, como los ladrillos, el 
cemento, la madera, etc.; deben revestirse con una capa que soporte la acción del vapor de 
agua, los ácidos y las disoluciones alcalinas ordinariamente utilizadas en la industria 
alimentaria. 
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En los salientes de las paredes, los alféizares de las ventanas y los entramados del techo, se 
depositan polvo, salpicaduras de los productos alimenticios y otras sustancias perjudiciales. 
Estas superficies deben ser curvas y dotadas de una pendiente que aminore la 
contaminación y facilite la limpieza y el drenaje después del lavado. Hay que evitar las 
esquinas y grietas; las esquinas inevitables, como, por ejemplo, las que forman los pisos y 
las paredes, deben ser curvas e impermeables al agua. Los falsos techos pueden albergar 
polvo, roedores e insectos y complican la ventilación y el alumbrado, por lo que deben 
evitarse. 


Los pisos, al igual que las paredes, se deben construir con materiales impermeables, de fácil 
limpieza y exentos de hendiduras y oquedades. Deben ser capaces de soportar los pesos y 
cargas a los que se les va a someter, así como de resistir el desgaste por el uso, cualesquiera 
que sean las condiciones previsibles de trabajo que se presenten. Deben resistir a todos los 
productos químicos que previsiblemente vayan a entrar en contacto con ellos. Los pisos que 
vayan a recibir grandes cantidades de agua durante el procesado y la limpieza deben tener 
una pendiente que permita su fácil drenaje. 
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Se debe evitar a toda costa el encharcamiento, ya que el agua pronto se convertirá en fuente 
de contaminación. Suele ser conveniente una pendiente de 2 cm por metro lineal. Los 
desagues deben quedar ventilados hacia la atmósfera exterior y hallarse provistos de rejillas 
que impidan el acceso de los roedores a la fábrica. Los pisos lisos suelen ser muy 
resbaladizos cuando están mojados, constituyendo un riesgo para la seguridad del personal, 
en especial cuando use botas protectoras de caucho. Existen en el mercado materiales 
antideslizantes que permiten conseguir suelos de superficie continua, carentes de 
hendiduras y oquedades. 


Es importante disponer de una ventilación adecuada. Una ventilación escasa favorece la 
condensación que, a su vez, promueve el crecimiento microbiano en paredes y techos. La 
mejor forma de proporcionar ventilación a los autoclaves y las calderas de cocción consiste 
en colocar una campana encima de los mismos, para recoger los vapores y conducirlos al 
exterior por tubos situados a lo largo del techo. Debe diseñarse de forma que evite la 
acumulación de suciedad y, a ser posible, que tenga forma cilíndrica; hay que proveer al 
sistema de ventiladores, si se considera necesaria la ventilación forzada. Las salidas del 
sistema de ventilación tienen también que estar enrejilladas, para evitar la entrada de 
insectos y pájaros. Como muchos productos alimenticios captan fácilmente olores y sabores 
de la atmósfera que entra en contacto con ellos durante el procesado, las áreas donde se 
manipulen alimentos, como la carne y productos que contengan pequeñas cantidades de 
grasa (derivados lácteos en polvo, harina y cacao), deben ser habitaciones bien ventiladas, 
que dispongan de aire limpio y humedad controlada. 


Toda el área de procesado debe mantenerse a una presión ligeramente superior a la 
atmosférica. Así, sólo entrará aire tratado. El sistema de ventilación a presión positiva 
impide la entrada de insectos, polvo, etc. Es esencial alumbrar adecuadamente las zonas de 
procesado. El alumbrado afecta, tanto a la salud y seguridad de los operarios, como a la 
eficacia con que trabajan. Una iluminación adecuada pone en evidencia cualquier acúmulo 
de suciedad, así como el descuido y las condiciones de trabajo antihigiénicas. 
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Al propiciar la limpieza y el trabajo cuidadoso, la iluminación influye sobre el estándar global 
de higiene de la fábrica. Generalmente, se acepta que el diseño de los equipos de 
producción y la distribución de los mismos en la fábrica, basados en consideraciones de 
utilidad e higiene, evita fallos frecuentes en la elaboración de alimentos. Lo han reconocido 
así, tanto los procesadores de alimentos como los fabricantes de accesorios industriales 
para alimentos, las autoridades sanitarias, y cuantos intervienen en el establecimiento de 
las BPM de diseño higiénico y sanitario. 


Las exigencias del diseño higiénico varían, en cierto grado, según la naturaleza de los 
alimentos que se procesen, pero los principios básicos son comunes al diseño de todo tipo 
de elementos a usar en la industria alimentaria. En general, el diseño, los materiales de 
construcción y los métodos de instalación de una planta en la que se elaboran o manipulan 
alimentos deben facilitar su limpieza y desinfección. Por ello, los aparatos deben ser fáciles 
de montar y desmontar con herramientas sencillas, o estar diseñados para su limpieza in 
situ. El interés por el diseño higiénico de las fábricas dedicadas a la elaboración y 
manipulación de alimentos parece haber nacido en la industria láctea de los Estados Unidos 
de América. 


Los equipos 
deben ser 
fácilmente 
limpiables 


Los líquidos Evitar los 
deben drenar espacios 
fácilmente muertos 


Los materiales 
deben ser 
inertes y 
resistentes 


Equipos El equipo 
fácilmente debe ser 
desmontables estanco 


Prevenir la 
contaminación 
por partículas 
extrañas 


Prevenir la Compatibilidad 
contaminación con otros 
química requisitos 


En el Reino Unido de Gran Bretaña, un grupo de trabajo, establecido en 1966 por el Comité 
Técnico Conjunto de la Federación de Fabricantes de Alimentos (FMF) y la Asociación de 
Fabricantes de Maquinaria para la Industria Alimentaria (FMA), estudió las 
recomendaciones del Comité de Estándares Sanitarios; del Comité de Estándares Sanitarios 
de la Industria Panificadora de los Estados Unidos y de la Asociación Nacional de 
Conserveros de los Estados Unidos, un resumen de las cuales se publicó en Food Processing, 
en octubre de 1964 y abril de 1965. Nacieron así los primeros siete Principios del diseño 
sanitario y, en 1967 publicaron una Guía de buenas prácticas, titulada Diseño higiénico de 
una fábrica destinada a la elaboración o manipulación de alimentos. 
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Los mencionados principios son: 


1. Todas las superficies que entren en contacto con un alimento deben ser ¡inertes frente al 
mismo en las condiciones de uso y no deben migrar al alimento ni ser absorbidas por éste. 
2. Todas las superficies que entren en contacto con los alimentos deben ser lisas y carecer 
de poros, de manera que no queden partículas de alimentos, bacterias o huevos de insectos 
atrapados en grietas superficiales microscópicas, de forma que sean difíciles de desprender 
y puedan convertirse así en fuentes potenciales de contaminación. 

3. Todas las superficies que entren en contacto con los alimentos deben estar visibles para 
inspección; en caso contrario, el equipo debe ser fácilmente desmontable para su 
inspección; de no ser así, deberá demostrarse que los procedimientos de limpieza rutinaria 
eliminan la posibilidad de contaminación por bacterias o insectos. 

4. Todas las superficies que entren en contacto con los alimentos deben ser de fácil acceso 
para la limpieza manual; si no fueran fácilmente accesibles, deben desmontarse con 
facilidad para su limpieza manual o, si se utilizan técnicas de limpieza in situ, deberá 
demostrarse que los resultados obtenidos sin desmontar las piezas son equivalentes a los 
que se obtienen limpiándolas manualmente, tras desmontarlas. 

5. Todas las superficies interiores que entren en contacto con los alimentos deben estar 
dispuestas de forma que el equipo se vacíe y drene automáticamente. 

6. El equipo debe estar diseñado de forma que proteja al contenido contra la contaminación 
externa. 

7. Las superficies exteriores o que no entren en contacto con los alimentos deben 
disponerse de forma que no puedan alojar suciedad, bacterias o insectos ni encima del ellos 
ni en su interior, ni en los contactos que establezcan con otras piezas del equipo, los suelos, 
las paredes o los soportes. 


Una versión ligeramente revisada de estos principios (que se han convertido en un código 
de prácticas bien establecido en el diseño del equipo para la industria alimentaria) 
recomienda que el equipo tenga un diseño interno que proporcione el menor número 
posible de hendiduras y espacios muertos en los que puedan quedar partículas retenidas. 
En ambas versiones de los principios, es evidente la preocupación por el importante papel 
que juega la naturaleza de las superficies del equipo. La naturaleza de estas superficies está 
relacionada con la de los materiales de 
construcción y los métodos de fabricación y uso. 
No deben usarse en la construcción de los 
equipos que puedan entrar en contacto con 
productos alimenticios sustancias tóxicas que 
puedan constituir un riesgo para la salud de 
quienes los consuman. Entre los metales que se 
encuadran ordinariamente en esta categoría 
figuran el cobre, el hierro, el cinc, el cadmio, el 
antimonio y el plomo. Algunas normas permiten 
la inclusión de plomo en los materiales de 
soldadura, en cantidades no superiores al 5%, 
aunque la soldadura autógena y las suturas 
cementadas han sustituido prácticamente por 


completo a las costuras soldadas. 
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El acero inoxidable es el material más usado para las superficies que entran en contacto con 
los alimentos y en la construcción de aparatos, tuberías, etc., en la industria alimentaria. 
Este material ofrece buena resistencia mecánica, es 

fácil de usar, resiste a la corrosión (aunque no se recomienda su contacto con salmueras), 
la abrasión y el choque térmico y es relativamente barato. Los grados preferidos son los 
tipos 304 y 3167 El tipo 316 es más caro, pero ofrece mayor resistencia a la corrosión. El 
acero inoxidable puede ser pulido mecánicamente o electropulido hasta lograr un excelente 
acabado que dé una superficie lisa, de fácil limpieza. 


Los defectos de superficie que pueden encontrarse en las que entran en contacto con los 
alimentos pueden atrapar microorganismos que sobreviven en ellas al proceso de 
esterilización. Estos microorganismos pueden crecer y contaminar los alimentos; por esta 
razón se generó, hace tiempo, una demanda de superficies de acero inoxidable muy pulidas. 
El pulido mecánico para producir superficies finas es caro y produce muy diversos acabados. 
Una superficie muy pulida no se traduce necesariamente en un nivel de higiene más alto, 
puesto que los defectos superficiales no pueden eliminarse por completo y nunca se puede 
asegurar la continuidad total de la superficie. Sin embargo, para muchos fabricantes, una 
superficie de acero inoxidable pulida supone una superficie higiénica, de fácil limpieza, por 
lo que es automáticamente preferida. 
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La facilidad de limpieza se ve afectada por el grado de adhesión de la suciedad a las 
superficies y por el régimen de limpieza utilizado. La adhesión a la superficie es un 
fenómeno complejo en el que entran en juego numerosos factores que participan en la 
fijación de residuos, microorganismos, etc. La rugosidad de la superficie es uno de estos 
factores. 
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Por esta razón, la bibliografía sobre la facilidad de limpieza de las superficies de acero 
inoxidable de distintos grados de acabado es contradictoria y está claro que un alto grado 
de pulido de la superficie no conduce necesariamente a facilitar su limpieza. Los estándares 
3 A2 para las superficies que entran en contacto con los alimentos especifican aceros 
inoxidables con un acabado de superficie de 150 granos, que hoy es el generalmente 
exigido. También se usan mucho el aluminio 
y sus aleaciones, pero este metal es atacado 
por los ácidos y los álcalis, por lo que deben 
seleccionarse adecuadamente los agentes 
de limpieza. 


Deben evitarse los metales disimilares 
capaces de promover acciones químicas o 
electrolíticas, porque, si entran en contacto 
con un ambiente líquido (por ejemplo, 
agentes de limpieza) pueden presentarse 
problemas de corrosión. El aluminio es proclive a este tipo de ataque. También se utilizan 
el metal Monel (una aleación de cobre y níquel), el cobre y el bronce adecuadamente 
estañados y, en las plantas de escasa capacidad que trabajan productos valiosos, el titanio. 
En algunos casos, las ventajas ofrecidas por el titanio (gran resistencia a la corrosión, 
resistencia mecánica y fácil limpieza) compensan su elevado costo. 


Los materiales plásticos (PVC), ofrecen múltiples ventajas para la construcción de equipos 
para la industria alimentaria y su uso es cada vez más frecuente. Deben ser resistentes a la 
abrasión y estar exentos de compuestos que puedan migrar a los alimentos. Sus problemas 
de corrosión son despreciables y facilitan la 
inspección para comprobar la limpieza del sistema 
de conductos. Si la instalación y el manejo son 
correctos, el riesgo de rotura que conlleva el de 
contaminación del alimento es mínimo. La madera 
no es recomendable como material de construcción 
de las superficies que entren en contacto con los 
alimentos, debido a sus propiedades absorbentes y 
a las dificultades inherentes a su limpieza. 

En la construcción de las distintas partes de una 
fábrica de alimentos hay que facilitar el flujo de los 
productos sobre las superficies de contacto interiores, evitando con ello, la acumulación 
indeseable de residuos que son una fuente potencial de contaminación, al quedar 
atrapadas en las áreas menos accesibles de la instalación. 


Se deben evitar las cavidades, las costuras, los tornillos, las rebabas interiores, etc., ya que 
promueven regiones estancadas que facilitan la deposición de suciedad. Las uniones 
permanentes de partes metálicas deben soldarse, preferentemente con las láminas 
paralelas, y la soldadura se debe desbastar con las superficies adyacentes, cuidando de 
evitar la formación de hoyos y grietas. 


75 


Todas las superficies que entren en contacto con los productos alimenticios deben estar 
construidas de forma que drenen por sí solas, evitándose, con ello, la acumulación 
indeseable del producto alimenticio. Para facilitar su vaciado completo, deben redondearse 
los fondos de los recipientes y, si son planos, deben estar inclinados. Se recomienda una 
pendiente mínima del fondo de 1 cm por metro. Si los fondos son redondeados, las líneas 
de descarga de los depósitos se deben colocar en el punto más bajo, para evitar bolsas 
estancas de líquido. Hay que evitar ángulos interiores agudos, siendo aconsejable que 
tengan un radio mínimo de 7 milímetros. Los mecanismos de cierre de los ejes 
(prensaestopas) y los cojinetes de las bombas y agitadores que muevan los productos 
líquidos o semilíquidos deben situarse fuera de la zona de contacto con el producto. 


Los prensaestopas se deben poder desmontar fácilmente para facilitar la limpieza e 
inspección de los materiales de cierre y de las juntas. Todos los materiales de envasado 
tienen que ser inocuos, no porosos ni absorbentes e inertes frente a los productos 
alimenticios y a los de limpieza. Los equipos deben diseñarse de forma que se evite la 
contaminación de los productos con sustancias externas. Deben disponer de cubiertas o 
tapas de salida de la válvula de descarga para lograr un desague libre. 


Las tapas deben diseñarse de forma que permitan el desagúe fácil de cualquier líquido que 
inadvertidamente entre en contacto con ellas, con una inclinación de la superficie que 
desplace el líquido de la zona de acceso. Los goznes de las tapas deben ser del tipo 
separable, para facilitar su limpieza. La ventilación adecuada y el diseño correcto de las 
vitrinas y sus conductos tiene, naturalmente, que contrarrestar los inconvenientes y el 
riesgo de contaminación que, en muchas fábricas, representa el goteo de los condensados 
de las escaldadoras al vapor, los autoclaves, los evaporadores y las calderas. 


Nunca se insistirá demasiado en la importancia que tiene una estrecha vigilancia de la 
instalación para mantener un nivel higiénico satisfactorio, y siempre es recomendable un 
diseño que conduzca a un mayor nivel de limpieza. Esta es la razón por la que, incluso las 
superficies externas, que no entran en contacto con los productos, deben ser de fácil 
limpieza. Su contorno debe ser tal que evite la acumulación de cualquier tipo de depósitos 
que faciliten el crecimiento microbiano y el desarrollo de insectos en los aparatos y su 
entorno. 
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Esto significa que las superficies exteriores deben estar exentas de costuras abiertas, grietas 
y otras protuberancias inasequibles. Las camisas de los equipos de transmisión de calor 
deben estar cerradas, para impedir la entrada de insectos. El diseño de las estructuras de 
acero y cemento de algunas fábricas antiguas, muestra la escasa atención prestada a los 
principios de diseño higiénico en el momento de su construcción. Las placas de asiento y 
los bancos en que se apoyan los equipos facilitan con frecuencia la multiplicación de 
insectos y bacterias. Los productos alimenticios pueden ser atrapados en huecos 
inaccesibles, en los que no es posible una limpieza satisfactoria. Los equipos, se deben 
montar sobre un piso o bancos de material no absorbente y de fácil limpieza. Se deben 
evitar los huecos entre la base de los mismos y el lugar en que se apoyan. 


La distancia entre los equipamientos debe ser suficiente para permitir el acceso para su 
inspección y limpieza, pudiendo estar sellados al piso. La unión debe ser, sin embargo, 
impermeable al agua y contorneada para permitir un drenaje libre. Todas las tuberías y 
accesorios utilizados para el transporte de los productos alimenticios deben ser fácilmente 
desmontables para su inspección y limpieza o estar diseñados para la limpieza in situ (CIP). 
Suelen construirse con tubos de acero inoxidable austenítico, longitudinalmente soldados 
y las condiciones de la soldadura dependen de los métodos de fabricación y pulido usados. 
El acero inoxidable austenítico es un tipo específico de aleación de acero inoxidable. Los 
aceros inoxidables pueden clasificarse por su estructura cristalina en cuatro tipos 
principales: austenítico, ferrítico, martensítico y dúplex. Los aceros inoxidables austeníticos 
poseen austenita como su estructura cristalina primaria (cúbica centrada en la cara). Esta 
estructura cristalina de austenita se logra mediante adiciones suficientes de los elementos 
estabilizadores de austenita: níquel, manganeso y nitrógeno. Su estructura cristalina evita 
que los aceros austeníticos sean endurecibles por tratamiento térmico y los hace 
esencialmente no magnéticos. 
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Las uniones de las tuberías y los accesorios se efectúan por acoplamiento, pero los 
sucesivos tramos de tubería se pueden unir por soldadura. En los sistemas en que se unen 
por soldadura, la inspección de las superficies es difícil y es necesario elegir materiales 
compatibles, para evitar la corrosión de metales disimilares. Las conexiones de cualquier 
tipo deben diseñarse de acuerdo con las normas higiénicas y las superficies de los 
acoplamientos deben ser de fácil limpieza y exentas de grietas en las que puedan 
acumularse restos de alimentos y crecimiento microbiano. Los materiales que constituyen 
las juntas deben ser apropiados para uso en la industria alimentaria y compatibles con los 
procedimientos normales de limpieza y esterilización. Las juntas deben estar 
apropiadamente localizadas y correctamente apretadas, para evitar rutas que faciliten la 
entrada a los microorganismos. 


Tanto las tuberías, como las uniones, deben ser capaces de escurrir por simple acción de la 
gravedad; las tuberías deben descansar sobre soportes adecuados para prevenir 
desviaciones de las mismas, que puedan dar lugar a la retención de bolsas de producto 
alimenticio. También se deben evitar los «fondos de saco»; cuanto más cortos sean más 
fácil será la limpieza. Las bolsas que constituyen los fondos de saco deben reducirse al 
mínimo y la regla básica es la de que su longitud no sobrepase el diámetro de la tubería. El 
flujo que llega a una pieza en T debe dirigirse siempre hacia el fondo de saco. A fin de 
minimizar el riesgo de que las incrustaciones, la pintura o los condensados entren en 
contacto con los alimentos, las tuberías generales no deben pasar por encima de 
recipientes o líneas de proceso que contengan alimentos expuestos a la atmósfera. Las 
tuberías que conducen productos generales, como vapor de agua, agua o aire, a los 
depósitos de proceso deben pasar por detrás y no por encima de ellos. 


Para facilitar la limpieza, las tuberías, los reactores, las consolas de los instrumentos, los 
tableros de control de la limpieza in situ, etc., no deben colocarse demasiado cerca de las 
paredes o los pisos. Hay que dejar espacio suficiente para la limpieza, tanto de los aparatos, 
como del suelo. 
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El objetivo final del diseño higiénico en la industria alimentaria, es reducir o eliminar el 
riesgo de que pueda existir una fuente de contaminación física, química o microbiológica 
para los alimentos, tanto de forma directa como indirecta. Además, el diseño higiénico 
persigue otras dos finalidades como son el facilitar la limpieza y desinfección y contribuir a 
la conservación y mantenimiento del propio equipo o instalación. Por lo tanto, el concepto 
de diseño higiénico combina factores de tipo mecánico, de tecnología y de higiene 
alimentaria. La susceptibilidad del alimento a la actividad microbiana determinará el 
equilibrio entre las exigencias técnicas y las higiénicas. Por ejemplo, en el caso de alimentos 
muy perecederos como la carne o el pescado las exigencias higiénicas de diseño de los 
equipos serán muy estrictas. Sin embargo, en el caso de productos secos, con baja actividad 
de agua que no contribuyen al crecimiento de microorganismos, los requisitos serán menos 
exigentes. 


Un diseño higiénico correcto garantiza que la instalación o el equipo se pueden limpiar de 
forma adecuada y que sus superficies y componentes resisten el contacto con los productos 
alimentarios y los productos químicos que se utilizan para la limpieza. Los protocolos de 
limpieza y desinfección se contemplarán en el proceso de diseño de las instalaciones y 
equipos. Debe tenerse en cuenta que los equipos o instalaciones que sean difíciles de 
limpiar necesitarán procedimientos más intensos o productos químicos más agresivos o 
ciclos de limpieza y desinfección de más duración. 


Todo esto da lugar a un coste más elevado de las operaciones de limpieza y desinfección, y 
a una mayor duración de las mismas por lo que se reduce la disponibilidad de tiempo para 
producción, y se produce mayor deterioro de los equipos y por tanto menor vida útil, 
mayores consumos de agua, productos químicos y energía y mayores vertidos. Por tanto, 
un adecuado diseño higiénico puede tener una importante repercusión medioambiental. 
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Actualmente está cobrando fuerza el concepto de limpiabilidad que se define como la 
facilidad de una superficie, equipo o instalación para ser limpiada. Los métodos para 
evaluar la limpiabilidad consisten en someter el equipo a evaluar y otro de referencia al 
mismo proceso de ensuciamiento y de limpieza. La limpiabilidad del equipo se determina 
evaluando el crecimiento de los microorganismos después del proceso de limpieza al que 
se ha sometido al equipo. Los resultados que se obtienen en estos ensayos proporcionan a 
las industrias alimentarias y a los fabricantes de equipos, una información valiosa que 
puede demostrar que los equipos cumplen con los requisitos de seguridad alimentaria 
dispuestos en las normativas internacionales. 


Hay un método acreditado por la FDA, el USDA y la ENAC, para la evaluación de la 
limpiabilidad de los equipos mediante limpiezas CIP o limpieza en el lugar o in situ. Por 
ejemplo en el caso de conducciones y tuberías, para facilitar su limpiabilidad deben cumplir 
entre otros los siguientes requisitos: las juntas de unión deben estar realizadas con material 
sanitario autorizado; las conducciones deben carecer de soldaduras y rugosidades internas; 
las tuberías, conducciones y válvulas deben 
tener una pendiente mínima del 1% para facilitar 
el escurrido y no presentar zonas muertas; las 
válvulas deben ser autovaciantes, para que no se 
produzcan acumulaciones de suciedad al 
interrumpirse el flujo; los cierres y juntas 
deberán resistir los cambios de temperatura a 
los que son sometidos. 


Las superficies no deben presentar un riesgo 
toxicológico por lixiviación de componentes al 
alimento. Las superficies en contacto con el 
alimento deben ser resistentes a este, a los 
detergentes, desinfectantes y a todas las 
sustancias con las que tengan que entrar en 
contacto. Deben estar realizadas con materiales no absorbentes, algunas de las condiciones 
que deben cumplir son: 


. Evitar escalones debidos a la falta de alineación de distintas superficies. 

. En las juntas no deben existir fisuras en las que puedan quedar retenidos restos de 
suciedad. 

. Debe evitarse el uso de juntas tóricas en contacto con el alimento e impedir el 
contacto del producto con uniones roscadas. 

. Las esquinas deben tener, preferentemente, un radio igual o superior a 6 mm, el 


radio mínimo es de 3 mm. Se deben evitar las esquinas agudas, es decir, menores o iguales 
a 909. 

. Las superficies en contacto con el producto deben tener baja rugosidad, sin 
imperfecciones como picaduras, repliegues y fisuras. La rugosidad es el conjunto de 
irregularidades que posee una superficie, Ra representa la rugosidad media. Las superficies 
en contacto con alimentos deben tener una rugosidad media igual o inferior a 0,8 um. 

. Las soldaduras deben estar enrasadas, ser continuas y sin imperfecciones. 
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Las partes principales de los equipos deben ser fáciles de desmontar para que se pueda 
realizar su limpieza de forma relativamente rápida, seguida de su montaje. El acceso a 
todos los componentes debe ser libre y debe haber una buena separación entre el equipo 
y el suelo, de al menos 20 cm y un mínimo de 45 cm entre el equipo y las paredes. Todas 
las superficies en contacto con el alimento deben ser fácilmente accesibles además de para 
su limpieza y mantenimiento, para su inspección visual. Los elementos del equipo, para 
facilitar la limpieza, se deben poder desmontar fácilmente a mano o con herramientas 
sencillas, sistemas fáciles de soltar son por ejemplo los tornillos de paso de rosca ancha o 
abrazaderas. 


Un ejemplo sería el desmontaje y tensado de una cinta transportadora sin herramientas, 
puesto que facilita su higienización, mantenimiento y sustitución de forma rápida, en 
ocasiones es suficiente con destensar la cinta para realizar su limpieza adecuada, en otros 
casos se instalan sistemas automáticos para la higienización de cintas. En el caso de los 
sistemas CIP, se debe demostrar que los resultados conseguidos son correctos sin 
desmontar, aunque en ocasiones, si es posible, es conveniente desmontar codos de las 
tuberías para realizar una inspección visual y comprobar la ausencia de suciedad o biofilms. 
También se utilizan en ocasiones microcámaras para la inspección del interior de tuberías. 
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El diseño de los equipos utilizados en el procesado de alimentos debe facilitar el drenado 
de los líquidos procedentes de los alimentos, de la condensación o de los productos de 
limpieza y desinfección, que en caso de acumularse podrían suponer un peligro químico. 
Los sistemas de drenaje evitarán salpicaduras, se podrán limpiar fácilmente y tendrán la 
inclinación adecuada para facilitar la salida de efluentes. Se deben evitar superficies 
horizontales, deben tener pendiente hacia un lado, de forma que el líquido fluya alejándose 
de la zona en contacto con el alimento. Las superficies diseñadas para evitar el 
estancamiento, son predominantemente convexas y redondeadas para propiciar la 
circulación de líquidos. 


Es muy importante la integridad estructural de los materiales de construcción, de modo 
que las superficies no se alabeen o cambien de forma con las variaciones de temperatura 
y puedan causar el estancamiento de líquidos. Los desagúes deben permitir la limpieza del 
suelo, facilitando la evacuación rápida de desechos líquidos. Los desagúes y canalones 
deber estar equipados con rejillas y sumideros para retener los restos sólidos. 
Determinados equipos o elementos deben ser totalmente estancos para evitar la 
acumulación de suciedad, pero también para evitar otro tipo de problemas como son los 
contactos eléctricos o el mal funcionamiento de los equipos debido al mojado de piezas 
sensibles a la humedad. 


En los equipos hay que proteger algunos mecanismos como por ejemplo el motor, que 
debe llevar una carcasa estanca y no oxidable. En general se recomienda el acero inoxidable 
como material de aislamiento. Las zonas huecas del equipo, como los bastidores, se deben 
evitar en la medida de lo posible o deben sellarse herméticamente, siempre es prefiere la 
estructura maciza al tubo hueco y la estructura monobloque a la combinación de piezas, 
laminados, etc. 
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Los elementos como placas de montaje, soportes, cajas de conexión, tapones terminales y 
cualquier otra pieza deberán estar soldados a la superficie y no unirse mediante orificios 
taladrados o roscados. El aislamiento térmico del equipo se debe realizar de tal forma que 
el material aislante no pueda ser mojado por entrada de agua desde el exterior. La entrada 
de agua también puede dar lugar a una pérdida de rendimiento del aislante. Las 
recomendaciones de clasificación internacional de protección que se deben satisfacer 
como mínimo al construir equipos para entornos sometidos a lavados intensos son las 
siguientes: 


Conjuntos de tronsportador, dispositivos 1P65: ousencia total de entrada de polvo, Protección frente a chorros 
de closificación y de separación, de agua a baja presión. El agua proyectada por una boquilla sobre 
sensores y complementos opcionales la carcasa desde cualquier dirección no tendrá ningún efecto nocivo, 
Motores de accionamiento 1P66: ausencia total de entrada de polvo. Protección frente a chorros 


de agua potentes. El agua proyectada en chorros potentes sobre la 
carcosa desde cualquier dirección no tendrá ningún efecto nocivo. 


Células de pesaje, cojos y armarios de IP69k: la especificación DIN 40050-9 estándar para aplicaciones 
control que contengan componentes de lovado a alta presión y alta temperatura. Estas corcasas deban 
electrónicos sensibles, por ejemplo, PC poder resistir la limpieza o alta presión y con vapor. 

industrial PC (IPC) 


Las instalaciones eléctricas e iluminación deben ser estancos para evitar el anidamiento de 
roedores e insectos o la acumulación de suciedad. Debe garantizarse la estanqueidad de 
todos los aparatos eléctricos en las zonas de manipulación de alimentos en las que se llevan 
a cabo operaciones de limpieza y desinfección. Los sistemas de iluminación también deben 
estar protegidos por compartimentos estancos, de forma que en caso de rotura no puedan 
caer sobre los alimentos y suponer un peligro físico. Además, su diseño debe permitir la 
limpieza fácil y evitar la acumulación de polvo. 


Los materiales de construcción en la industria alimentaria deben ser resistentes a la 
corrosión, no tóxicos, mecánicamente estables, de fácil limpieza y no deben contribuir a la 
proliferación de microorganismos. Además, deben ser completamente compatibles con el 
producto, el entorno, y los productos y los métodos de limpieza y desinfección. Su acabado 
superficial no debe verse afectado por las condiciones del uso al que se destinan. 

En general, el acero inoxidable ofrece una gran resistencia a la corrosión, por ese motivo 
se usa mucho en la industria alimentaria. La gama de aceros inoxidables disponibles es 
grande y la selección de la calidad más apropiada depende de las propiedades corrosivas 
(no sólo por lo que respecta a los ¡ones químicos involucrados, sino también al pH y la 
temperatura) del proceso y de los productos de limpieza y desinfección. La elección 
también estará determinada por otros factores como las tensiones a las que esté sometido 
el acero y a su soldabilidad, dureza, coste, etc. Los aceros utilizados en la industria 
alimentaria son el AlSI-304L (para procesos en que se ve sometido a bajos niveles de 
cloruro, bajas temperaturas y pH no ácido) y el AISI-316L, que se utiliza más comúnmente 
por su mayor resistencia a la corrosión. Si las temperaturas se acercan a 1502 C, incluso los 
aceros AISI-316 pueden sufrir corrosión y puede que sea necesario el uso de aceros AISI- 
410, AISI-409, AISI-329. 
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El aluminio es un metal muy ligero y muy buen conductor eléctrico y térmico, presenta, 
una excelente resistencia a la corrosión ya que reacciona con el oxígeno para formar una 
capa muy delgada de óxido de aluminio, que le protege de los medios corrosivos. Pero tiene 
una baja dureza, pequeña resistencia al desgaste y su utilización a alta temperatura es muy 
limitada. Por este motivo únicamente se utiliza para la fabricación de algunos utensilios. 
Los polímeros presentan propiedades que los hacen aptos para su uso en industria 
alimentaria, como son; baja densidad, amplio rango de utilización, su coste e incluso cierta 
resistencia a la corrosión. Sus propiedades varían mucho, en función de la materia prima 
utilizada, los aditivos incorporados y el procedimiento de fabricación. Al igual que el resto 
de materiales utilizados en la industria alimentaria deben ser inocuos y se deben 
seleccionar en función de las condiciones del uso al que se destinan. 


Los polímeros termoplásticos utilizados en alimentación suelen ser resistentes a los ácidos, 
álcalis y productos de limpieza y desinfección, soportan grandes variaciones de 
temperatura y suelen emplearse en la construcción de tuberías, accesorios y cintas 
transportadoras. Los termoestables suelen pertenecer a las familias de los poliésteres, los 
poliuretanos y las resinas epoxídicas. El intervalo de temperaturas de uso es más amplio 
que para los termoplásticos, pero son más sensibles a ácidos y álcalis. Los elastómeros o 
cauchos suelen emplearse para cierres, juntas, tuberías y cintas transportadoras. El más 
utilizado es el caucho natural, pero también se emplean otros sintéticos como el neopreno. 
En algunos casos son materiales que han sido ampliamente utilizados, pero bien la 
experiencia o los nuevos requerimientos han hecho que se desaconseje su uso en industria 
alimentaria, un ejemplo es el acero galvanizado que se deteriora con gran facilidad. 
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Debe evitarse el uso del plomo en soldaduras y el del cadmio y antimonio en la construcción 
de equipos en contacto con los alimentos. Tampoco se debe utilizar la madera y otros 
materiales absorbentes. El uso de componentes pintados en zonas de producción de 
alimentos está totalmente desaconsejado, puesto que los revestimientos acaban por 
estropearse y podrían contaminar el producto. 
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Las Buenas Prácticas de Manufactura, o por sus siglas (BPM) es uno de los programas más 
complejos que existe en la industria de alimentos, bebidas y farmacéutica, donde cumplir 
con los requisitos básicos que establece la regulación local puede ser un desafío para este 
tipo de operaciones. Desafortunadamente, vemos con una alta frecuencia, particularmente 
en la industria de alimentos una interpretación limitada sobre cumplir con las BPM y se 
piensa que es apenas llevar una correcta práctica operativa y sobre todo una higiene 
personal. 


Esto vas mucho más allá y por eso las BPM se convierten en el gran desafío, a pesar de 
contar con certificaciones internacionales aprobadas. En particular la industria de alimentos 
presenta aún grandes oportunidades de desarrollo de una apropiada estrategia para dar 
cumplimiento a uno de los programas básicos que se encuentran en el grupo de las BPM. 
La construcción del establecimiento y los equipos, llamado diseño sanitario, tampoco deja 
de ser un universo bastante amplio este programa, sin embargo, quiero referir 
directamente las condiciones de los pisos, dándolo como corolario de ejemplo en el final 
de este tema. 
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Siendo este uno de los mayores desafíos para el área de ingeniería y mantenimiento, debido 
a que puede convertirse en la decisión más difícil de tomar a la hora ejecutar el proyecto. 
Es importante entender desde esta área la expectativa del área de inocuidad de los 
alimentos sobre las condiciones que deben tener los pisos para tipos de industrias como, 
cervecería, láctea, conservas, cárnica o pescado, donde las características ambientales 
pueden llegar a ser extremas, como lo son las altas y muy bajas temperaturas, alto 
adicionado de químicos de limpieza, carga pesada, vibraciones y alta humedad, hacen que 
esto sea la mejor prueba de fuego para salir airoso al final de proyecto y sobre todo meses 
después de haberlo terminado. Un presupuesto adecuado para un buen piso y 
correctamente gestionado eliminará 20 años de no conformidades y correcciones paliativas 
sobre pisos. Se deben considerar cuatro parámetros para decidir sobre un piso: 


PROCESO LEGISLACIÓN HIGIÉNICO 


Higiénico: ¿es lavable, no ofrece una porosidad para promover el crecimiento de 
microorganismos formadores de biocapas? 

Seguro: ¿es un piso que cumple con los requisitos mínimos de Coeficiente Dinámico de 
Fricción (DCOF)? ¿Seguridad Industrial le ha indicado que el piso debe ser rugoso?, sin 
embargo, ¿qué significa rugoso? 

Legislación: el material ofrecido por el proveedor, ¿es aprobado por alguna legislación 
reconocida internacionalmente? 

Proceso: ¿cárnico, pescado, cervecería, lácteos, conservas acidificadas, alta humedad y 
temperaturas extremas? 


Se pueden optar por 3 soluciones a priori: 
e Solución 1: Materiales para pisos de resina 
e Solución 2: Azulejos de ladrillo o losetas 
e Solución 3: Cemento aditivado 


Las soluciones 2 y 3 son las más simples de tomar la decisión, = 
sin embargo, debe conocer las ventajas y desventajas de cada 
una. Ciertamente son más ventajas las ofrecidas, sobre todo 
los azulejos de ladrillo, que son altamente recomendados en 
la industria que ofrece procesos agresivos como ácidos y 
alcalinos. No olvidar, que todo piso de azulejos necesita un 
mantenimiento anual. La solución 1, no quiere decir que sea 
la más compleja, sino que es la más vulnerable al fraude. 


y 
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Esto se da, muchas veces, a raíz de proveedores que tienen buenos conocimientos sobre 
instalación de pisos, sin embargo, los mismos, por desconocimiento de quien los contrata, 
ejercen el fraude de manera deliberada, por deshonestidad y por el afán de simplemente 
vender el piso. 
En pisos de resina, nos vamos a encontrar variedades, donde los más recomendados son: 

1. Sistema epóxico 

2. Sistema uretano 

3. Sistema Metil Metacrilato 

4. Sistema de Descarga Electrostática 
La opción 4, es un piso usado para la industria de electrónicos, automotriz y farmacéutica, 
entre otros. La opción 3, es una estupenda alternativa, ofrece alta resistencia a ataques 
químicos, anti resbalante, temperaturas extremas como cámaras de conservación por 
debajo de -32”C y alta resistencia al agua. Sin embargo, su desventaja circula entorno a su 
valor. Solamente debe asegurarse que la instalación respete la humedad relativa del 
ambiente y medir si hay residuos contaminantes de cloruro de calcio en el sustrato para 
evitar una contaminación de la losa. Nos quedan las opciones 1 y 2, las comúnmente usadas 
en la industria de alimentos. Ambas, son también estupendas alternativas, pero debe tener 
cuidado sobre las condiciones de su proceso y que su instalación se la correcta en las capas 
necesarias y su espesor. 


Capas necesarias para un correcto diseño de piso aditivado 


Acabado epoxi o poliaspártico 


Cuerpo de Acabado 
Mezcla auto niveladora 


Primer o tratamiento de humedad o 
vapor de agua o ácidos orgánicos 


Concreto o sustrato 


S 


NOT TO SCALE 


. El espesor del acabado debe ser mayor que 1,9 mm (5/64 pulgadas) 

. El tiempo de mezcla y velocidad es fundamental 

. Asegurar la calidad de la resina 

. Evitar incompatibilidades de materiales (no usar la cobertura para fijar metales 
como un drenaje) 

. Asegurar que su proveedor agregó las dos capas de praimer o primer 

. Asegurar la calidad del sustrato 

. Asegurar descontaminar el sustrato con limpieza seca y/o escarificado 
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Hay dos eventos externos que afectan significativamente el desempeño de un sistema de 
gestión y la marca en una fábrica de alimentos, comencemos por el más simple, el resultado 
negativo de una auditoría externa o inspección regulatoria y en segundo lugar aún más 
complejo, el retiro de producto del mercado debido a una contaminación en el producto. 
Parezca increíble o no, los pequeños detalles marcan grandes diferencias en los resultados. 
Por eso, las Buenas Prácticas de Manufactura, en específico el diseño sanitario de equipos 
es crucial en estos eventos, ya sea que el equipo entre en contacto directo con los alimentos 
ono. 


Los encargados de establecimientos de alimentos, junto con su Gerente de planta y el 
equipo HACCP deben tomar precauciones adicionales cuando se trata de equipos de 
procesamiento en alimentos vulnerables al desarrollo de microorganismos patógenos, 
sobre todo en sistemas de transporte, tolvas, carros, con diseños complejos donde el 
producto está en contacto directo o sistemas como balanzas o partes mecánicas bajas 
donde el producto no entra en contacto directo con la superficie. 


El diseño higiénico del equipo es clave para el éxito. Ayuda a salvaguardar la inocuidad de 
los productos fabricados y a pesar de que existen buenos recursos en el mercado como el 
del Instituto Norteamericano de la Carne que a través del grupo llamado “Fuerza de tarea 
para la mitigación de Listeria monocytogenes” quienes han desarrollado los diez principios 
para el apropiado diseño sanitario sigue habiendo grandes desafíos en la industria 
alimentaria sobre el entendimiento del marco de prioridades para un correcto diseño 
sanitario en equipos que entran en contacto con alimentos. Estos diez principios han sido 
apoyados por agencias reguladoras como FDA, USDA y EFSA donde todas coinciden en cinco 
factores claves a tener en cuenta para construir y mantener equipos que procesan 
alimentos, a saber: 
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1. Uso de materiales compatibles 
Las partes del equipo que estén en contacto directo con el producto deben ser neutras en 
todas las condiciones de funcionamiento, así como tampoco reaccionar a los agentes 
surfactantes de limpieza utilizados en estas superficies, siempre que no exista un abuso de 
uso en la concentración durante su aplicación. No vale la pena adquirir un material costoso 
como un rodamiento para luego adicionar excesiva concentración del agente (alcalino 
clorado), que finalmente debilitará el material. Otros requisitos incluyen, los materiales no 
corrosivos como las empacaduras o sellos y su la estabilidad mecánica. Por ejemplo, existen 
varios materiales no recomendados para contacto con alimentos, tales como, acero al 
carbono, hierro fundido, hierro negro, acero galvanizado, cobre, latón, bronce, aluminio, 
otros componentes de aleaciones tóxicas. 

2. Propiedades de la superficie 
En general, existen estándares establecidos para la rugosidad máxima permitida para las 
superficies que entran en contacto directo con el producto. Cuanto más rugosa es la 
superficie, más difícil es limpiarla. Esto eventualmente aumenta las posibilidades de 
crecimiento microbiano debido a su fase de atraque durante la formación de biocapas. 
Además, las superficies porosas normalmente no se aceptan en los equipos de 
procesamiento de alimentos. La rugosidad de la superficie interior depende de la industria. 
El requisito típico en la industria que procesa alimentos sensibles al desarrollo de patógenos 
es de un Ra < 0.8 um. De acuerdo con las normas internacionales, existe una diferencia 
entre especificar un “máximo valor” y un “valor superior” (y de manera similar para un 
“valor mínimo” y un “valor inferior”). Si por ej. se especifica un "valor Ra superior" de 0.8, 
lo que significa que el 16 por ciento de las mediciones pueden ser superiores a este valor. 

3. Limpieza microbiológicamente aceptable 
Este principio recomienda que el fabricante del equipo trabaje con el procesador interesado 
durante la etapa de diseño del equipo, donde se recomienda altamente la participación de 
las áreas de ingeniería, mantenimiento, sanidad y calidad, de modo que antes y durante el 
proyecto, el fabricante de equipos tenga una buena visión de cómo se puede fácilmente 
desarmar, limpiar, armar y desinfectar el equipo, sin embargo, los procesadores de 
alimentos utilizan sistemas de limpieza y desinfección todos los días y pueden proporcionar 
información útil sobre la mejor manera de limpiar y desinfectar el equipo en un 
determinado momento. Es una operación de fabricación de equipo poco común que 
tendría la capacidad de lavar un equipo, y mucho menos desinfectarlo. Los fabricantes de 
equipos no son expertos en procedimientos de limpieza; sus instalaciones de fabricación se 
asemejan a talleres mecánicos repletos de tornos y equipos de moldeado de metales. 

4. Auto drenado apropiado 
El auto drenado facilita la eliminación de productos químicos y del propio alimento del 
equipo de proceso. La superficie y tuberías del equipo están diseñados para inclinarse hacia 
los puntos de drenaje. Deben estar libres de crestas u obstrucciones que obstaculicen el 
flujo de residuos. El fabricante debe considerar sistemas apropiados para el drenaje 
adecuado de los agentes de limpieza. Incluso si solo se usa agua para la limpieza, se debe 
tener cuidado de drenarla por completo, ya que el agua estancada o residual genera 
microorganismos dañinos que pueden multiplicarse rápidamente o residuos de alérgenos. 
Veamos en la siguiente imagen lo inaceptable y aceptable de un auto drenado. 
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Bomba 
montada verticalmente 


Bomba 
montada horizontalmente 
— 
1 salida J Ñ 
salida 
Área no drenable 
—e> 
E 1 
Salida horizontal Salida vertical 


5. Soldadura higiénica 
Las soldaduras continuas representan el desafío más común en la industria de alimentos y 
bebidas, no se trata de soldar con un electrodo común a base de zinc e intentar aplicar un 
desbaste para simular un correcto acabado sanitario. La soldadura higiénica necesita de 
experiencia, así como la correcta selección del calibre de la lámina de acero inoxidable y 
tiempo suficiente para completar todos los pasos y dar este acabado final. Utilizar 
tungsteno para acero inoxidable, es fundamental y la clave del éxito será la correcta técnica 
de aislamiento de la zona de soldado para evitar una contaminación durante la operación 
de soldado. Una vez completado, utilizar la serie de discos de desbaste y pulido es 
importante para dar el resultado esperado. Comúnmente los discos de desbaste son de 
grano 40, grano 80, grano 120 y también la aplicación de un gel decapante formulado con 
ácido nítrico y fluorhídrico, sin contenido de cloruros ya que es el principal enemigo del 
acero inoxidable, este gel reaccionará en frío con la superficie del material para la 
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eliminación de impurezas y la soldadura quedará apta para entrar en contacto con 
alimentos. No aplicar estos pasos, puede conllevar a una incorrecta soldadura. 
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“Mientras más largo sea el drenaje en tu fábrica, más dolores de cabeza 
tendrás” 

Sin importar el continente, la región, el país y la cultura local, el comportamiento 
microbiano es igual, esté donde uno esté. No es un caso diferente al de Listeria 
monocitogenes y Salmonela, donde una planta que produce alimentos “Listos para comer” 
puede verse en serias dificultades cuando las superficies, como son zona 2 o zona 3 (donde 
incluyo a los famosos drenajes largos) enfrentan el desafío de un desarrollo de patógenos 
ambientales confirmados debido a la dificultad en el diseño sanitario por el difícil acceso y 
falta de una herramienta apropiada para este tipo de punto de acceso. La decisión de 
instalar drenajes no está únicamente relacionada con el caudal de agua servida que 
proviene del proceso y la limpieza, sino que también importa aún más es el nivel de riesgo 
que pueda presentarse en la fábrica, favoreciendo al desarrollo de Listeria y la formación 
de biocapas en este tipo de superficies, pudiendo esparcirse más rápido de lo esperado, 
aprovechando la facilidad que le dan estos drenajes atrincherados. Por último, deben 
pensarse y hacer muchas veces la evaluación de riesgos de inocuidad antes de cometer el 
pecado capital más común en la industria de alimentos, cual es el de la selección e 
instalación de drenajes. 


Figura 1. Montaje de tubería en circuito CIP con diseño inadecuado en sentido negativo. EMEDG 


9. Limpieza y sanitización 


Si la fábrica y su equipamiento integral, se han diseñado teniendo presentes los principios 
modernos de higiene (BPH), se habrá dado un paso esencial para que la fábrica opere en 
condiciones higiénicas. Sin embargo, un nivel aceptable de higiene sólo se logrará si los 
procedimientos de limpieza y desinfección usados son correctos. Las operaciones de 
limpieza y desinfección son esenciales en una fábrica de elaboración de productos 
alimenticios, si se quieren producir alimentos en condiciones de seguridad e higiene. Estas 
operaciones se pueden llevar a cabo en las corrientes de materias primas y productos, en 
algunos procesos (como en los de preparación de conservas de frutas y hortalizas), pero 
han de aplicarse ineludiblemente a todas las fábricas de alimentos. 
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Las operaciones de limpieza y desinfección de la 
fábrica y sus equipamientos, no deben ser 
consideradas opcionales por los operarios. Son 
una parte integral del funcionamiento de la 
fábrica, que requieren una tecnología propia. Las 
operaciones de limpieza han de estar coordinadas 
con las realmente implicadas en el procesado de 
los alimentos. Para conseguir una limpieza eficaz 
de la fábrica, especialmente en el caso de que se 
recurra a la limpieza in situ (GIP), es necesario 
desarrollar un programa de operaciones 
satisfactorio, lo que, a su vez, obliga a un estudio 
detallado, que debe revelar los cuellos de botella 
y las áreas en las que es posible ahorrar tiempo, 
agua y productos químicos. Los aparatos usados 
en la industria alimentaria se deben limpiar y 
desinfectar inmediatamente después de su utilización y, si permanecen parados, salvo 
durante períodos muy breves, hay que desinfectarlos de nuevo antes de volver a utilizarlos. 


Limpieza y desinfección son dos operaciones diferentes, aunque, naturalmente, es más 
fácil alcanzar una desinfección satisfactoria si se lleva a cabo sobre una superficie limpia, 
puesto que la suciedad puede proteger a los microorganismos contra los agentes 
desinfectantes. Durante la limpieza, los productos alimenticios residuales de la instalación 
y los depósitos sólidos producidos durante el proceso se desprenden físicamente con 
cepillos, por la acción de fluidos en flujos muy turbulentos o combinando ambos métodos. 
El desprendimiento se facilita añadiendo detergentes y acondicionadores que ayudan a 
humectar la superficie de los depósitos y su subsiguiente separación de las superficies. La 
limpieza con detergentes debe ir seguida de un enjuagado con agua limpia. Se ha de cuidar 
que la suciedad desprendida no se deposite en otras partes de la instalación. La limpieza 
con detergentes es más eficaz si va precedida de un lavado con agua clara, que arrastra la 
mayor parte de la suciedad. Al eliminar la suciedad, se eliminan también gran número de 
microorganismos contaminantes. Pese a ello, terminada la limpieza, siempre quedarán en 
las superficies microorganismos que hay que destruir, si se quiere evitar el riesgo de 
contaminación. 


Las superficies de contacto requerirán la desinfección con vapor de agua, agua hirviendo o 
un desinfectante químico. El desarrollo de detergentes-esterilizantes en los últimos años ha 
hecho posible, en ciertos casos, combinar en una sola operación la limpieza y la 
desinfección. Operar así tiene la ventaja de reducir tiempos muertos. Sin embargo, algunos 
desinfectantes químicos son menos eficaces cuando se combinan con detergentes. Esta 
pérdida de eficacia se puede superar aumentando la concentración del esterilizante, pero 
los costos de limpieza crecen con ello. Existe cierta ambigúedad en la nomenclatura 
relacionada con la limpieza y desinfección de las fábricas de alimentos. Con el término 
limpieza se hace referencia a los procesos que eliminan la suciedad presente en una 
superficie, pero no a los que destruyen las formas vivas de las superficies que han de 
contactar con los alimentos. 
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El término esterilización se refiere a cualquier proceso que destruye los organismos vivos y, 
por lo tanto, una superficie estéril es aquella que está totalmente exenta de 
microorganismos. Estas condiciones se consiguen en el «llenado aséptico», pero no en la 
limpieza general de una instalación. Los términos «esterilidad comercial» y «cuasi- 
esterilidad», se utilizan para describir aquellas condiciones en las que un número 
aceptablemente pequeño de microorganismos ha sobrevivido al tratamiento esterilizante. 
Los métodos normales de higienización de fábricas de la industria alimentaria incluyen: 


e Limpieza con agua y un detergente adecuado al tipo de suciedad, a la dureza del 
agua, a los materiales de construcción de los aparatos y a la técnica de limpieza que 
se utilice. 

e Desinfección por calor, usando como medio esterilizante vapor de agua, agua 
hirviendo, o un agente químico. 


La operación de limpieza se puede llevar a cabo de dos formas distintas y las fábricas 
modernas de elaboración de alimentos se diseñan de forma que puedan limpiarse: 

e previo desmantelamiento o 

e in situ (CIP). 


El primero, o desmantelamiento del equipo, es el método de limpieza más antiguo; todavía 
se utiliza mucho y es muy eficaz si se lleva a cabo correctamente, pero requiere que la 
instalación se construya de forma que permita desmontarla fácilmente. Una vez 
desmontada, las superficies de los componentes se limpian con cepillos y disoluciones de 
detergente. El detergente residual se elimina con agua limpia. Se elige el detergente que 
permita arrastrar, en disolución o suspensión, los productos alimenticios y la capa de 
suciedad desprendida. Este método de limpieza facilita la inspección visual de las 
superficies de contacto, a fin de comprobar que la limpieza ha sido buena. 
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Son muchos los medios de limpieza disponibles. Se requieren escobas, cubos, fregonas, 
raspadores, bayetas y esponjas. También son muy útiles los cepillos, manuales y mecánicos. 
Los chorros de aire comprimido son insustituibles para eliminar el polvo de las superficies 
de los aparatos. Las aspiradoras a vacío son también de gran utilidad en la eliminación de 
sólidos. Los chorros de agua, tanto a baja como a elevada presión, son útiles si se emplean 
con discreción, ya que pueden esparcir la suciedad sobre áreas muy grandes. Las pistolas 
bifásicas de limpieza se utilizan extensamente en la limpieza de las fábricas en que se 
manipulan y elaboran alimentos. Entre ellas, se encuentran las de chorro de agua-vapor de 
agua y las de vapor de agua-detergente. 


Las pistolas de vapor de agua se emplean también para la higienización de las superficies 
de la factoría, no debiéndose utilizar en las proximidades de las piezas que forman parte de 
los sistemas de transporte, engranajes, raíles, poleas, etc., ya que arrastran fácilmente el 
lubricante de las superficies de fricción. Para la limpieza de piezas pequeñas son muy 
convenientes los tanques de inmersión, con disoluciones de detergentes. Después de un 
lavado previo con una corriente de agua, las piezas se dejan a remojo en el tanque, antes 
de cepillarlas in situ. Un lavado final con agua caliente a unos 82*C asegurará el secado 
natural. 


Para piezas mayores, como tanques de almacenamiento, se prefiere la aspersión a la 
limpieza manual. La limpieza interna manual puede ser difícil, mientras que las aspersoras 
correctamente diseñadas permiten limpiar por completo superficies relativamente 
inasequibles. Se dispone de tipos muy diversos de cabezas aspersoras. Pueden ser fijas o 
no. Se prefieren las instalaciones permanentes. Las cabezas se deben diseñar de 
conformidad con las normas higiénicas y deben ser autolimpiables y autoescurribles. Tiene 
que asegurar la imposibilidad de que el agente de limpieza escape y llegue al producto 
alimenticio durante el procesado. 
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La incorporación de dispositivos permanentes de limpieza en los grandes aparatos de 
procesado supone un paso importante hacia la limpieza in situ. Las espumas y los geles se 
emplean cada vez más en la limpieza de áreas extensas: paredes, superficies de trabajo, 
etc. En la limpieza con espuma, se añade un agente espumante a la disolución de 
detergente, lo que permite obtener una espuma más espesa y duradera, que se adhiere a 
la superficie que se desea limpiar, aumentando de este modo el contacto entre la suciedad 
que se pretende retirar y el detergente. Existen equipos de limpieza por espuma a presión. 
La limpieza con espumas permite apreciar con claridad el área que realmente entra en 
contacto con el agente de limpieza. En la limpieza con geles, se añade al detergente una 
sustancia gelificante, obteniéndose una mezcla que se pega a las superficies inclinadas y 
verticales, prolongando así los tiempos de contacto, para conseguir un buen ablandamiento 
de la suciedad. Ambos tipos de limpieza necesitan un aclarado con chorros de agua, por lo 
que el agente de limpieza tiene que ser fácilmente arrastrable por el agua. 


Las instalaciones de manipulación y elaboración de alimentos requieren una limpieza 
frecuente. Desmontarlas para ello, supone largos tiempos muertos y mucha mano de obra. 
El montaje y desmontaje repetido puede ocasionar, además, averías mecánicas y exige 
mayores gastos de mantenimiento. La limpieza manual de las superficies interiores de los 
tanques de gran capacidad, es ardua y aún los operarios más conscientes y meticulosos 
pueden dejar pequeñas bolsas de suciedad que conducen a la alteración o deterioro del 
producto. Para evitar los inconvenientes inherentes al desmantelamiento, se ha 
desarrollado la limpieza in situ en el lugar (CIP). Las técnicas de limpieza in situ permiten 
alcanzar altos estándares higiénicos, equivalentes a los logrados mediante el 
desmantelamiento y limpieza manual de las tuberías. Permiten controlar mejor el uso de 
productos químicos peligrosos (ganando, por tanto, seguridad) y un uso más económico de 
los mismos. 
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Producto de Energía 
limpieza mecanica 


| Tiempo 


Temperatura 
Como en la limpieza tras el desmantelamiento, después un lavado inicial con agua, se 
recurre a disoluciones de detergentes para arrancar los residuos de alimentos y las películas 
formadas en las superficies interiores del sistema. Las tuberías se limpian por medio de un 
flujo turbulento de la disolución apropiada. Las piezas grandes «en línea», cuyo llenado 
resultaría caro, están equipadas con cabezas aspersoras, fijas o rotatorias, diseñadas de 
modo que la aspersión alcance a toda la superficie interna. 


Se recomienda un enjuagado inicial con agua, porque permite reducir la cantidad de 
detergente a usar para eliminar la suciedad residual. Tras un enjuagado final, para arrastrar 
el detergente, se desinfectan las superficies limpias con los productos químicos adecuados. 
El sistema de limpieza depende de la complejidad de la fábrica. En esencia, lo que se hace 
es preparar la disolución en un depósito de almacenamiento, desde donde se impulsa a 
través del sistema. En condiciones normales de operación, este depósito y las conducciones 
a través de las que se impulsan las disoluciones de limpieza deben estar aislados, para evitar 
la fuga de las disoluciones de productos químicos y su contacto con las corrientes del 
alimento. Esto se consigue incorporando «piezas clave» removibles, que completen una 
línea de flujo, pero no las dos, o separando ambos sistemas por medio de dos válvulas de 
aislamiento separadas por un tubo de drenaje, abierto cuando el sistema de producción 
está en funcionamiento. 
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Tan pronto como se pueda, al término del funcionamiento del sistema de producción, se 
aíslan totalmente los tanques de almacenamiento de materia prima y producto acabado, 
se drena el sistema y se limpia, haciendo circular agua fría, para arrastrar gran parte de la 
suciedad. Luego, se pasan a través del sistema, sucesivamente, un detergente apropiado, 
agua, un desinfectante y de nuevo agua fría. Según el grado de suciedad de las superficies, 
las disoluciones utilizadas se drenan a los sistemas de desague o se recogen en tanques de 
recuperación para su uso posterior. Se han desarrollado así sistemas «de un solo uso» (para 
detergentes de corta actividad, que se descartan una vez utilizados, y para circuitos muy 
sucios); sistemas de «reutilización» (constituidos por tanques de detergentes cáusticos y 
ácidos y provistos de equipos para el calentamiento, que permiten cambiar la temperatura 
del agua y de las disoluciones de los detergentes y desinfectantes empleados) y sistemas 
de «uso múltiple» (que combinan elementos de los de «un solo uso» y los de 
«reutilización »). 


Los sistemas de limpieza y desinfección se pueden convertir en casi completamente 
automáticos, incorporando válvulas automáticas y un sistema de control secuencial de 
tiempos, lo que ahorra mucha mano de obra. Si se establece además un control por 
ordenador, se puede lograr un sistema de limpieza in situ de control remoto, que alcanza 
consistentemente altos niveles de higiene. Los factores que influyen en el grado de limpieza 
alcanzado, tanto por desmantelamiento como por limpieza in situ, son, entre otros: 


e Temperatura, composición y concentración de las disoluciones de detergente, 

e Tiempo de contacto entre las disoluciones de detergente y las superficies sucias, 
e Grado de turbulencia promovido, y 

e Espesor y naturaleza de la capa de suciedad 


La composición del detergente gobierna la capacidad de un proceso para separar los 
depósitos de suciedad de un sistema. Hay que seleccionar el detergente a través de pruebas 
de laboratorio, realizadas con el tipo de sólidos que se supone se va a encontrar, así como 
con el grado de deposición que se espere. La concentración y temperatura de la disolución 
afectan a la velocidad de reacción entre la suciedad y el detergente. La temperatura de la 
disolución se puede regular por inyección de vapor de agua. 

En los métodos de limpieza in situ, el grado de turbulencia producido y el tiempo de 
circulación influyen sobre la eficacia del proceso mecánico de limpieza producido por el 
flujo del líquido y este efecto erosivo es el que sustituye al cepillado de la limpieza manual. 


Las velocidades de flujo no deben ser, en las tuberías de tamaño corriente, menores de 1,5 
m/s. También influye en la eficacia de la limpieza la calidad del agua. Si el agua es 
bacteriológicamente aceptable y ha sido ablandada, sólo se precisa añadir detergente; si el 
contenido mineral del agua es grande, hay que añadir sustancias que ablanden el agua 
(como el polifosfato sódico) a fin de evitar que se formen precipitados sobre la superficie 
de las tuberías y de los equipos. Entre los complejantes termoestables que se utilizan como 
ablandadores, en las formulaciones de los detergentes a utilizar a elevadas temperaturas, 
cabe citar el ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) y el ácido glucónico y sus sales. Son 
compuestos caros, por lo que en las nuevas instalaciones de limpieza in situ se prefiere usar 
aguas más blandas. 
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Si los depósitos de suciedad no son muy grandes, se pueden mezclar y circular 
conjuntamente las disoluciones de limpieza y desinfección. En la limpieza húmeda de las 
superficies que entran en contacto con los alimentos se utilizan, casi siempre, detergentes. 
Cuál sea el más apropiado, depende de la naturaleza de la suciedad a desprender y arrastrar 
y del material de que estén construidas las superficies a limpiar. Deben ser muy solubles en 
agua, a fin de evitar la deposición de sólidos indeseables. La disolución resultante no debe 
atacar las superficies de contacto; la corrosión se evita mediante una buena selección del 
detergente, teniendo en cuenta el material de construcción de las superficies a tratar. 


Los riesgos de corrosión son casi nulos si están fabricadas con aceros inoxidables que, en la 
práctica, son los materiales automáticamente elegidos para la construcción de las tuberías 
y el utillaje utilizados en las fábricas en que se manipulan y elaboran productos alimenticios. 
Se debe recordar, sin embargo, que el acero inoxidable no es universalmente inerte a la 
corrosión química y que es posible usar otros materiales de construcción más baratos. 


La disolución de detergente tiene que ser capaz de emulsionar o dispersar grasas y aceites, 
humectar adecuadamente la superficie de la suciedad y penetrar hasta la interfase de 
contacto entre ésta y la superficie a limpiar, a fin de desprender aquella. También debe ser 
capaz de disolver, o dispersar, los productos alimenticios que acompañen a los depósitos 
de suciedad, y ser fácil de enjuagar. En el mercado se encuentran muchos detergentes. Se 
pueden clasificar del siguiente modo: 


Detergentes compuestos principalmente por álcalis inorgánicos. 

Detergentes ácidos, inorgánicos u orgánicos. 

Detergentes compuestos principalmente por un agente tensioactivo (surfactante). 
Polifosfatos alcalinos, que se utilizan por su capacidad de ablandar el agua más 
que por su alcalinidad. 
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Detergentes inorgánicos sltallnós: Los Arias alcalinos son buenos emulgentes y 
pueden disolver muchos sólidos de los alimentos, como las proteínas. Se incluyen entre 
ellos: 

(a) Hidróxido sódico: La disolución de sosa cáustica es un detergente poderoso, con 
excelente capacidad emulgente y dispersante. Es un bactericida eficaz y se usa mucho en el 
lavado automático de botellas. Las disoluciones de sosa cáustica son muy corrosivas frente 
a algunos metales; el aluminio y el cinc son los más rápidamente atacados. Las disoluciones 
de hidróxido sódico ofrecen riesgos para el personal, que debe ser adecuadamente 
protegido. 

(b) Metasilicato sódico: Es otro detergente muy útil, que tiene buena actividad humectante, 
emulgente y defloculante; es mucho menos corrosivo que la sosa cáustica y protege al 
aluminio y el estaño contra la corrosión. Con frecuencia, se utiliza mezclado con polifosfato 
sódico; estas mezclas son recomendables cuando la dureza del agua excede los 100 mg de 
COCas /litro. 

(c) Ortosilicato sódico y sesquisilicato sódico. Ambos producen disoluciones muy alcalinas, 
con un elevado poder saponificante. Atacan fácilmente a las grasas y a las proteínas. El 
sesquisilicato es menos corrosivo que el ortosilicato, pero ambos deben utilizarse con 
cuidado. 

(d) Fosfato trisódico: Las disoluciones de fosfato trisódico poseen excelente poder 
emulgente y dispersante. Es un agente ablandador del agua y, como tal, se usa 
conjuntamente con otros detergentes, para fines de limpieza generales. 

(e) Carbonato sódico (soda): La soda, lo mismo que el bicarbonato de sodio y el 
sesquicarbonato de sodio, se ha utilizado como ablandador del agua y como agente de 
limpieza; su principal función, en muchas mezclas de limpieza, es la de tampón. 
Detergentes ácidos: En los últimos años, ha crecido el uso de detergentes ácidos en la 
limpieza de las fábricas en que se elaboran o manipulan alimentos; su uso, sin embargo, es 
menos frecuente que el de los álcalis. En el pasado, se utilizaron los ácidos inorgánicos, 
como el clorhídrico, el nítrico y el fosfórico para desprender costras duras y, en las lecherías, 
las «piedras de leche» (depósitos inorgánicos compuestos principalmente por fosfato 
cálcico, que se forman sobre las superficies calientes durante el procesado de la leche). 
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Ambos tipos de depósitos son relativamente insolubles en las disoluciones alcalinas y, en 
cambio, desprendidos fácilmente por los ácidos. Los problemas más importantes que 
plantea el uso de los ácidos inorgánicos son los de corrosión de la instalación y los de 
seguridad del personal. Estos ácidos están siendo ahora sustituidos por ácidos orgánicos no 
corrosivos, como los ácidos sulfámico, cítrico, tartárico y glucónico. Los ácidos glucónico y 
sulfámico se usan con frecuencia para eliminar las costras que se forman en los 
cambiadores de calor, como los evaporadores y los pasteurizadores. Los detergentes ácidos 
se pueden utilizar junto con iodóforos en disoluciones de detergentes-desinfectantes. 


Detergentes compuestos por agentes tensioactivos: Existen diversos agentes con actividad 
de superficie que se añaden con frecuencia a las formulaciones de detergentes, para reducir 
la actividad superficial de las mezclas resultantes. Aumentan la capacidad humectante y de 
penetración de las mezclas de las que forman parte y muchos son excelentes emulgentes y 
pueden dispersar aceites, grasas, etc. Contienen grupos hidrosolubles (hidrófilos) y grupos 
liposolubles (lipófilos). En presencia de sistemas bifásicos (agua-aceite o grasa), la porción 
hidrófila se disuelve en la fase acuosa y la lipófila en el aceite, estableciendo una fuerte 
interacción agua-grasa. 
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Una corriente turbulenta de agua arrastra la emulsión del aceite o la grasa depositada en 
las superficies; dejándolas limpias. Existen surfactantes estables en condiciones ácidas y 
alcalinas. Son fácilmente solubles en agua fría y no corrosivos. Muchos surfactantes son 
proclives a la formación de espuma en los sistemas de limpieza in situ y, frecuentemente, 
se añaden a sus disoluciones agentes antiespuma. 

Los agentes tensioactivos útiles en las disoluciones detergentes utilizadas en la industria 
alimentaria se pueden clasificar en: (a) aniónicos y (b) no-iónicos: 

(a) Surfactantes aniónicos. Se usan sólo por sus propiedades detergentes. El ¡on activo en 
disolución está cargado negativamente. En el mercado se encuentran muchas variedades 
sintéticas, con excelente poder dispersante y humectante, especialmente útiles para la 
eliminación de ácidos grasos o suciedades inorgánicas (de tipo polar). No son corrosivos, 
pero tienden a formar espuma. Algunos tienen efectos sinérgicos con otros compuestos; la 
capacidad detergente de la mezcla supera a la suma de la de cada uno de ellos, por 
separado. No se recomienda su mezcla con los surfactantes catiónicos, porque su actividad 
detergente puede quedar anulada. 
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(b) Surfactantes no-iónicos. No se disocian en disolución, por lo que su actividad no se ve 
prácticamente afectada por la dureza del agua. Son poderosos emulgentes y se utilizan para 
emulsionar sólidos coloidales, porque son inertes frente a la carga eléctrica de los coloides. 
Algunos surfactantes no-iónicos tienen una gran capacidad espumante, pero otros no. 
Algunos son poco solubles a temperaturas altas y pueden insolubilizarse al calentar sus 
disoluciones. En estas circunstancias, la formación de espuma disminuye; al enfriarse se 
redisuelven y se enjuagan bien. En la limpieza de la industria alimentaria, se usan otros dos 
tipos de agentes tensioactivos: 

(i) Algunos surfactantes catiónicos que, aunque son poco eficaces como detergentes, son 
excelentes bactericidas y se usan como desinfectantes en mezclas detergentes- 
desinfectantes. 

(ii) Surfactantes anfóteros, que tienen una ligera actividad detergente y se usan para la 
limpieza de las manos y como champú para el cabello. Debe recordarse que los productos 
químicos destinados a la limpieza y desinfección en las instalaciones de la industria 
alimentaria son contaminantes potenciales de los alimentos, por lo que es vital el 
enjuagado final de los detergentes y los desinfectantes tras la higienización. 
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Los estudios de la cinética del arrastre con agua demuestran que la facilidad de su 
eliminación de las tuberías, a juzgar por las tasas residuales tras diferentes períodos de 
enjuagado, disminuye en el orden: no-iónicos, amónicos, catiónicos, anfóteros. 


Acondicionadores del agua (Secuestrantes/quelantes): Si, para la limpieza, se utiliza agua 
dura, lo más probable es que se reduzca la eficacia de la operación y se depositen costras 
sobre las tuberías y las superficies de los equipos. Como la dureza se debe a la presencia de 
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sales de calcio y magnesio, la formación de costras se 
evitará añadiendo productos capaces de impedir la 
precipitación de estos ¡ones, que suprimen también la 
pérdida de capacidad detergente y la formación de 
costra. Estos aditivos se conocen como «ablandadores 
del agua» y a la acción que ejercen sobre los cationes 
metálicos se denomina «secuestro» o «quelación». 
Como secuestrantes se utilizan mucho los polifosfatos 
sódicos. 


El más barato es el pirofosfato tetrasódico. Es 
razonablemente estable en disoluciones muy alcalinas 
calientes y se utiliza con frecuencia en las lavadoras 
automáticas de botellas y depósitos de inmersión. No es 
muy soluble y es un secuestrante poco eficaz del calcio. 
Otros dos polifosfatos, el tri- y el tetrapolifosfato de 
sodio, son secuestrantes eficaces, tanto del calcio, como 


del magnesio. Se disuelven fácilmente en agua caliente, pero pierden su eficacia a 
temperaturas elevadas. El hexametafosfato sódico se utiliza mucho con aguas ricas en 
calcio, pero es menos eficaz frente a la «dureza 


magnésica». Lo mismo que los tri y tetrapolifosfatos, a 
temperatura elevadas, se descompone dando piro y 
ortofosfatos, menos eficaces. Aunque sean más caros que 
los inorgánicos, los secuestrantes/quelantes orgánicos son 
muy usados, por su estabilidad al calor y su elevada 
solubilidad, para impedir que los componentes de la 
dureza se depositen sobre las superficies. 


Los agentes de quelación más importantes son el ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA) y sus sales sódicas y 
potásicas. El gluconato y el heptanoato sódicos son 
secuestrantes muy potentes, en las condiciones 
fuertemente alcalinas necesarias para arrastrar los difíciles 
depósitos de proteínas. 
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secuestrantes/quelantes se usan para ablandar las costras ya formadas y facilitar la limpieza 


con detergentes. 
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Los métodos seleccionados para las operaciones de desinfección se han de someter a 
riguroso control bacteriológico. Para la desinfección, se usa el calor o los desinfectantes 
químicos. 


Desinfección por el calor: En la termodestrucción microbiana el agua juega un papel muy 
importante; el calor seco es menos eficaz que el húmedo (vapor de agua o agua caliente). 
Para la destrucción microbiana por aire caliente, se necesitan temperaturas más altas, o 
tiempos de actuación más largos. Este método, es uno de los agentes desinfectantes 
preferidos por no ser corrosivo ni caro, por tener una gran capacidad de penetración, por 
no dejar residuos y por ser eficaz contra la inmensa mayoría de los microorganismos. El 
vapor saturado se puede hacer circular perfectamente a través de las tuberías y los equipos 
a ellas conectados; las pistolas de vapor se usan mucho en la desinfección de las superficies 
internas y externas de los componentes más voluminosos de la instalación. 


Sobre los plásticos, se tienen que usar con cuidado y para eliminar todos los 
microorganismos, excepto las esporas bacterianas, se necesita mantener durante 1 minuto 
una temperatura de alrededor de 85*C; para lograr estas condiciones, puede necesitarse un 
precalentamiento. En los equipos de procesado, cuando no se necesita la destrucción de 
las esporas bacterianas, se utiliza, con frecuencia, agua caliente. De ordinario, se usan 
temperaturas de 85”C que se mantienen durante 15 minutos, o bien 80”C durante 20 
minutos; el volumen de agua y la velocidad de flujo influyen sobre el tiempo necesario para 
alcanzar la temperatura de tratamiento. 


Desinfección química: Además de ser capaz de destruir los microorganismos, un 
desinfectante químico deberá ser: estable y seguro, tanto durante su almacenamiento 
como durante su uso, no corrosivo, muy soluble en agua, fácil de arrastrar durante el 
enjuagado y con una buena relación costo/eficacia. Las disoluciones acuosas de muchos de 
estos productos son de fácil uso, tanto en los sistemas de limpieza in situ, como en los que 
exigen el desmantelamiento previo. 


104 


Algunos pueden formar excesiva espuma en corrientes de flujo muy turbulento, por lo que 
no son recomendables para los sistemas de higienización in situ. Pueden emplearse en 
disoluciones diluidas frías, lo que reduce la proclividad a la corrosión que puede darse si el 


material 


de construcción 


y el 


desinfectante no son enteramente compatibles, 


especialmente si las técnicas de enjuagado tras la desinfección son inadecuadas. Si las 
superficies de contacto están limpias, la letalidad de los desinfectantes químicos frente a 
los microorganismos no es inferior a la del tratamiento térmico. 


PRINCIPIO 
ACTIVO 
- Acido peracático 


- Alconoles 


- Aldehidos 


- Amines terciarias 


- Compuestos 
clorados 


- Compuestos de 
amonio cuatamario 


ACTIVIDAD 


- Acivofrenta a bacterias, hongos, 
levaduras, endosporas yvinus, 


- Actvofrenvz a bacterias (gram negativas 
ygram positivas), micobecterias, hongos 
yurus. 

- Alaumentarel número de carbonos se 
incrementa sueficacia antimicrobiana, 
pero tambiénsutoxicidad, por loque 
s0oseempleanlos de bajo peso 
moleculer: ecanole isopropanol. 


- Activo frente a bacterias, hongos y 
levaduras. 

- Apr 7,585, viricida, tuberculicida y 
asporicida. 


- Activofrente a bacterias, hongos, 
levaduras y virus. 
- Mayoractividade pH alcalinos. 


- Actwofrente a bacterias y Wrus. 

- Amayores concencraciones, activo frente 
aesporas bacterianas, laveduras y 
moños. 


- Actwofrence a bacterias, hongos, 
levaduras y rus. 

- Amayores concentraciones actvofrente 
aesporas. 


ACTUACIÓN 


- Oxidación y ruptura sobra la membrane extera de 


las bacterias, endosporas y levaduras. 


- Elmecanismodz odación consiste en la 


transferencia de electrones de la forma oxidada del 
ácidoa los microorganismos, dañandotodotipo de 
macromoléculas y provocando su ¡nsctivacióny/o 
sumuerte 


- Desnaturalizacióndelas proteinas delos 


microorganismos. 


- Entradaatrevés dela pared y membrana celular 


rompiendo estas barreras 2 inacivandoenzimas 
desnaturalizando proteinas esenciales para el 
microorganismo en el citoplasma. 


+ Laacovidad depende de la concentración, pero su 


gráfica es una V invertida, porlo que el máximo de 
eficadaseottienes una concentración del 60-80%%. 


-  Actiasobrelos ácidos nucleicos ylas proteinas por 


alquilaciónysobrelas proteínas por 
desnaturelización 


- Interacción contas cergas negativas de la pared 


celular afectando las proteínas tanto estructurales 
comoenzimáticas cose quealtera las reacciones 
metabólicas ymodfica la permeabilidad de la célula 
causandofinalmente su muerte 


- Propiedades o dantes que afectana la pered 


bacterisna yla membrana citoplesmática. 


- Inbibiciónde reacciones enimaticasimportantes 


debidas ala cxidacionde grupos SH delas enzimas. 


- Interacciónconlos fosfatos delos fosfolípidos dala 


membrane cicoplesmática innicición dela cadens 
respiratoria e inactivación de enzimas celulares 
esenciales para el crecimienco, produciendo!a lisis 
callar. 


VENTAJAS 


- Noespumantz. 

- Facil enjuagua. 

- Funcionanbiena bajas temperaturas. 

- Efactomicrobicida completo. A bajas 
concentraciones (0,1-0,225) posee una rápida 
ación biocida frente todos los microorzanismos 

- Muyutilizadoen desinfección de circuitos 2 
instaladones CIP. 

- [deal para tratamientos da choque en superficies 
de dificil acceso. 

- Acciónrápida, inclusodesdelos 15 segundos. 

- Amplio espectro de actividad. 

- Fácil evaporación. 

- Nodejanresiduos 

- [deal para desinfeciones intermedias. 


- Desinfectantedealtonivel: Amplioespeciro. 
- Pocosensiolas ala presencia de matería orgánica. 


- Compatiblas con detergentes aniónicos. 

- Presentenuna eleveda acción mojente, 
solubilizarte yemulsionante. 

- Bajonivel de formacionde espuma que permita 
suvalizaciónendasinfecciónde circuitos e 
instalaciones CIP. 

- Desinfectante universal: ampliorango de 
acueciónrentaa microorganismos. 

- Económico. 

+ Eficaza baja temperatura. 

- Poder disolvente de grasas. 

- Blanqueo desuperficias. 

- Notienen actividad residual. 


- Buenpoder humectante y dstergente. 

- Grensinergismo conel elucaraldenido. 

- Buensactividadcomo detergente (cierto efecto 
desengrasante) y permanecen activos incluso an 
prasenda da agua dura. 

- Activostantosobre madio écidocomo alcalina, 
aunqueen éste último muestra mejores acciones. 


DESVENTAJAS 


- Posibiidaddacorosiónde metales. 
- Producevapores imitantes. 


- Noesporicidas. 

- Seinactivanporle presencia de materia 
orgánica. 

- Iniciodeaccón retardado 

- Notienenefecto persistente 


, 


Soniritantes. 

ApH>85 seinaciva 

- Seencuentra an proceso de revisión. 

- Elformolestáclasficado por la OMS como 
sustancia ouímica cencerígena. 

- Noesporicidas. 


- Los compuestos del cloro comolas 
dorsminas, sontóxicos. 

- Altementecorros/vo para los metales. 

- Incompetible con ¿cidos y con amon/aco. 

- Noestecomendable ucilizarloa más de 60- 
702C:se descompone aaltas temperaturas. 

- Suactividaddapende del pH: no eficaz a pH 
suparora9 

- Inestabilidaden presencia de materia 
orgánic yfrencea condiciones ambientales 
aúversas 

- Incompetibles condetergences anónicos. 

- Sonaspumantes. 

- Reducansu poder desintectantea pH<7. 

- Nosondesinfectantes dealtonivel:más 
eficaces enla prevención del crecimiento de 
bacterias que ensu destrucción. 

- Intereccionan conhipadoritos y derivados 
amoniacales. 
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Los desinfectantes químicos destruyen a los microorganismos por oxidación de enzimas 
vitales para la estructura celular de los mismos (hipocloritos, iodóforos, ácido peracético) o 
por interferencia con el transporte a través de la membrana de la célula (sales de amonio 
cuaternario, sustancias anfóteras, etc.). Hasta hace poco, los dos grupos más populares de 
desinfectantes químicos utilizados en la industria alimentaria eran los compuestos que 
liberan cloro y las sales de amonio cuaternario. Los iodóforos y los bactericidas «anfóteros» 
eran más caros y se usaban menos. 
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En la UE y en los EEUU, los hipocloritos y los iodóforos han ido siendo sustituidos (dada su 
toxicidad, su tendencia a impartir olores, su potencialidad corrosiva y los riesgos derivados 
del contacto) por ácido peracético, cuando se requiere la destrucción de todos los 
microorganismos. La biguanida es otro desinfectante que ha ido ganando aceptación en la 
industria alimentaria. Como el ácido peracético, tiene una baja toxicidad y no es corrosivo 
para los aceros inoxidables. Entre los compuestos clorados, la disolución acuosa de 
hipoclorito sódico (CIONa es el compuesto clorado más frecuentemente usado; una 
disolución comercial contiene un 9-14% de cloro disponible. La concentración que se 
recomienda utilizar en los aparatos de acero inoxidable es de 150-250 mg /l de cloro 
disponible, con un tiempo de contacto de 15 minutos. 
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-BETELCHLORY 55 EC 


DETERGENTE DESINFECTANTE ALCALINO 


BOC 


Un método de uso más adecuado para recipientes grandes, depósitos de almacenamiento, 
etc., consiste en rociar las superficies de contacto con una disolución que contenga 250 
mg/l de cloro disponible y mantener el contacto durante 5 minutos. Para conseguir la 
máxima humectación, se debe empezar el rociado de la superficie por el punto más bajo y 
seguir hacia arriba. Los cambiadores de calor de acero inoxidable son muy sensibles al 
ataque por las disoluciones de hipoclorito y, dado el riesgo de corrosión, los equipos 
metálicos no se deben mantener en contacto con las disoluciones desinfectantes que 
contengan cloro, durante mucho tiempo, antes del enjuagado. En los aparatos de aluminio, 
no se debe superar la concentración de 200 mg/l de cloro disponible. En la industria 
alimentaria se usan también las disoluciones de hipoclorito cálcico (Cl02Ca), cloro gaseoso 
y cloraminas. Las cloraminas son menos corrosivas y más estables que el cloro y los 
hipocloritos. A las concentraciones recomendadas, el cloro ejerce una rápida acción 
bactericida contra las Gram-positivas y las Gram-negativas, dejando residuos que no son 
tóxicos (cloruro sódico). Uno de los inconvenientes de las disoluciones de hipocloritos es el 
hecho de que su eficacia bactericida disminuye en presencia de materia orgánica. Por ello, 
antes de la desinfección, hay que limpiar y escurrir por completo las superficies, hasta que 
no queden restos de los detergentes orgánicos utilizados. 


Por su parte, los compuestos de amonio cuaternario, son más caros que los hipocloritos, 


pero su uso, para casos en los que puede tolerarse la formación de espuma, está bien 
establecido. 
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Son desinfectantes catiónicos, en los que parte o todos los átomos de hidrógeno del radical 
[NH4]+ han sido sustituidos por grupos alquílicos o arílicos, uno de los cuales es un grupo 
de cadena larga. El anión inorgánico suele ser cloro o bromo, como, por ejemplo, en el 
«bromuro de alquiltrimetil amonio» y el «cloruro de lauril dimetil bencil amonio». Estos 
desinfectantes matan a los microorganismos, fijándose fuertemente a las membranas 
celulares e impidiendo el transporte, a su través, de nutrientes o productos celulares de 
desecho. 
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Son muy eficaces contra las bacterias Gram-positivas y, hasta cierto punto, menos contra 
las Gram-negativas, siempre que actúen conjuntamente con un secuestrante. La eficacia 
bactericida de algunas sales de amonio cuaternario se reduce en presencia de materia 
orgánica, aunque otras retienen, en estas condiciones, su poder letal contra los 
microorganismos. Debido a su carácter catiónico, las sales de amonio cuaternario no se 
deben mezclar con detergentes aniónicos y las superficies de contacto deben liberarse de 
surfactantes aniónicos antes de su desinfección con una sal de amonio cuaternario. Estos 
compuestos se pueden adquirir como polvos y pastas, aunque se prefiere utilizarlos en 
disolución acuosa. 
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Son estables al calor, incoloros, inodoros y no son tóxicos ni dejan olores a las 
concentraciones adecuadas para su uso. Las sales de amonio cuaternario tienen notable 
tendencia a formar espuma, especialmente durante el bombeo, en los sistemas de limpieza 
in situ. Se les puede añadir antiespumante, pero resulta 

caro y no siempre es eficaz. Las sales de amonio 

cuaternario (en especial cuando el anión es cloro) 

pueden ser corrosivas y atacar tanto al aluminio como a 

los aceros inoxidables. 


Los lodóforos o Yodóforos, son complejos solubles de. 40D O 1.753 
sustancias tensioactivas y yodo. Los surfactantes son 
habitualmente no iónicos, aunque se pueden usar 
algunos aniónicos y catiónicos. Pueden formularse de 
manera que posean propiedades detergentes, además 
de bactericidas. Son caros, pero se usan bastante como 
detergentes-desinfectantes, especialmente en la 
industria láctea. Las disoluciones ácidas de iodóforos 
tienen, en frío, una rápida acción bactericida frente a un 
amplio rango de bacterias. Se utilizan habitualmente 
con ácido fosfórico y son más activas en el intervalo de pH 3-5.1 Los ¡odóforos no se ven 
afectados por la dureza del agua. Son estables y, aunque con frecuencia se consideran 
atóxicos, las disoluciones concentradas deben etiquetarse como corrosivas y deben ser 
manipuladas con cuidado. Tras el aclarado, los iodóforos no suelen dejar manchas, ni olores 
o sabores desagradables. Se dice que algunos plásticos y gomas se decoloran tras su 
exposición a los iodóforos, debido a la absorción de yodo y para evitar esta posibilidad, 
deben procurarse contactos no muy prolongados entre estos materiales y las disoluciones 
de ¡odóforos. Los iodóforos son corrosivos para todos los metales utilizados en la industria 
alimentaria, incluso el acero inoxidable, por lo que la industria láctea se ha inclinado 
durante los últimos años por utilizar ácido peracético. 


SINFECTANTE YODORIFICO CONCENTRADO ea, 


En otro apartado, tenemos a los bactericidas anfolíticos o surfactantes anfóteros, que 
poseen propiedades detergentes; algunos tienen excelente capacidad humectante y gran 
poder de penetración y los hay que son moderadamente bactericidas. Son sustancias 
orgánicas (habitualmente aminoácidos sustituidos o betaínas) que contienen grupos ácidos 
y básicos. Según el pH de la solución, pueden exhibir un comportamiento amónico o 
catiónico. En este último caso, es cuando muestran sus propiedades bactericidas. No son 
corrosivos ni tóxicos y se ven poco influidos por la dureza del agua, pero, además de ser 
caros, tienen gran tendencia a formar espuma y se consideran inadecuados para la limpieza 
y desinfección in situ. 


CONTROL BACTERIOLÓGICO 
Los métodos de limpieza y desinfección seleccionados para las operaciones de higienización 
se han de someter a riguroso control bacteriológico. Por ellos, los distintos protocolos 


utilizados deben ser refutados en sus mecanismos de acción y con métodos para comprobar 
su eficacia desinfectante. 
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Anfóteros 


HO + NB —Y>+ NH + OH 
Ácido Base 


000-000 — Go-Go 


HO + NH —> HO + NH; 
Base Ácido 


Los anfóteros son sustancias químicas -moléculas 
neutras o iónicas- que pueden actuar como ácidos y 
bases en una reacción química. 


La limpieza y el saneamiento son requisitos reglamentarios clave en el sector alimentario. 
La retirada de muchos productos se debe a prácticas sanitarias deficientes y, en un alto 
porcentaje de casos, guarda relación con incidencias de contaminación cruzada por 
Salmonella spp y Listeria monocytogenes en una planta de producción de alimentos. 
Ejemplo de ello, puede ser la sección 117 del título 21 del Código de Reglamentos Federales 
(CFR) de la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA), la cual evidencia la 
importancia de la limpieza periódica para evitar el contacto cruzado con alérgenos y la 
contaminación cruzada de productos alimentarios. La sección 117.35, sobre operaciones 
sanitarias, aclara que las superficies de los equipos que entran en contacto con alimentos 
deben limpiarse e higienizarse según necesidad, y que las superficies que no entran en 
contacto con alimentos deben limpiarse periódicamente. 


Asimismo, la normativa del Servicio de Inocuidad e Inspección de los Alimentos (FSIS) 
estadounidense, basada en tres leyes federales relativas a la inspección del embalaje de 
carga, envasado y etiquetado de productos cárnicos, aves y huevos, enfatiza también la 
necesidad de una limpieza y un saneamiento adecuados para garantizar las condiciones 
sanitarias necesarias para producir alimentos inocuos. 
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En Europa, el Reglamento (CE) n.2 178/2002 por el que se establecen los principios y los 
requisitos generales de la legislación alimentaria, impone una serie de obligaciones 
generales relativas a la provisión de alimentos inocuos. Además, de acuerdo con el 
Reglamento (CE) n.2 852/2004 relativo a la higiene de los productos alimenticios, las 
empresas alimentarias deben aplicar procedimientos para impedir la puesta en el mercado 
de alimentos que no sean seguros. Con arreglo a estas normativas internacionales, los 
productores de alimentos, las empresas de catering y otras empresas de la cadena 
alimentaria son responsables de y están obligadas a lo siguiente: 


. Proveer alimentos inocuos. 

. Aplicar procedimientos para impedir la puesta en el mercado de alimentos que no 
sean seguros (entre ellos controles de saneamiento apropiados). 

. Poder garantizar la trazabilidad de sus alimentos (un paso anterior y un paso 
posterior). 

. Retirar alimentos que no sean seguros. 

. Cooperar con las autoridades competentes. 


Las normas de certificación basadas en las orientaciones de la GFSI han proporcionado una 
serie de parámetros de referencia para armonizar los programas mundiales de inocuidad 
alimentaria conforme a un nivel acordado de expectativas en el sector. Las normas 
comunes se centran, en gran medida, en el uso de los tipos de utensilios de limpieza 
correctos, como se recoge a continuación: 


. La Norma Mundial de Inocuidad Alimentaria del BRC, en su cláusula 4.11.6, indica 
lo siguiente: “Los equipos de limpieza deberán estar diseñados de manera higiénica y ser 
aptos para los fines previstos, estar debidamente identificados para el uso previsto (por 
ejemplo, con códigos de color o etiquetas), y limpiarse y conservarse en condiciones [...] a 
fin de prevenir la contaminación”. 

. El Código SQF, en la cláusula 10.2.9.8, estipula lo siguiente: “Los equipos [...] 
deberán limpiarse después de su uso o con una frecuencia determinada para controlar la 
contaminación, y almacenarse en condiciones de limpieza y buen estado que minimicen el 
riesgo de contaminación microbiológica o por contacto cruzado con alérgenos”. 

. Parte de la norma FSSC 22000, la cláusula 11.2 de la norma ISO 22002 (Programas 
de Prerrequisitos para la Inocuidad Alimentaria. Parte 1: Elaboración de Alimentos) 
establece, con respecto a los agentes y utensilios de limpieza e higienización, lo siguiente: 
“Los utensilios y equipos deberán poseer diseño higiénico y mantenerse en un estado que 
no represente una fuente potencial de materia extraña”. 


Durante el proceso de saneamiento, la limpieza manual de superficies y equipos resulta 
inevitable. Se debe a que no todos los equipos e instalaciones de un entorno de producción 
de alimentos están diseñados para su limpieza in situ (CIP) o mediante otros métodos 
automatizados, y son precisamente los que necesitan limpiarse y desinfectarse 
manualmente. El saneamiento no consiste solo en limpiar y desinfectar las superficies y los 
equipos, sino que debe considerarse una metodología holística basada en el riesgo, dirigida 
a minimizar considerablemente o evitar la contaminación cruzada de productos (por 
alérgenos, microbios y cuerpos extraños) en las instalaciones. 
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Medidas recomendadas de control de saneamiento 


Programas b h 
higienización y personal y de 
mantenimiento saneamiento 


preventivo 


> 


Diseño sanitario 
y rendimiento he 
de instalaciones, h ) 
equipos y , / 
utensilios h 


+ Nota: El sector puede tener capacidad de centrarse claramente en una o más medidas de control para 
lograr los objetivos exigidos de saneamiento de plantas si se conocen las causas que originan una 
retirada de alimentos. 


Esta lista de prácticas recomendadas del sector puede ser de utilidad para desarrollar un 
programa de saneamiento integrado: 

. Codificación por color: Usar utensilios de un solo color en zonas higiénicas 
diferenciadas o en zonas de alérgenos, o para diferenciar los utensilios usados para limpiar 
superficies en contacto con alimentos o sin contacto con alimentos. 

. Zonificación higiénica: Aplicar un buen enfoque de zonificación que separe los 
productos crudos de los acabados y los productos alergénicos de los no alergénicos; esto 
contribuirá a evitar o reducir considerablemente las incidencias de contaminación cruzada. 
Los estándares de zonificación adecuados también son compatibles con los programas de 
control y monitoreo ambiental. 

. Diseño higiénico: Las superficies, los equipos y los utensilios de diseño y 
construcción higiénicos de unas instalaciones se limpian con mayor rapidez y facilidad 
después de su uso y representan un menor riesgo de anidación y transferencia de 
contaminantes. 

. Gestión del flujo de procesamiento: La limpieza manual y los utensilios que se 
emplean para llevarla a cabo optimizan los procesos, ya que, en parte, la correcta selección, 
almacenamiento, limpieza y cuidado de los utensilios evita incidencias de contaminación 
en las plantas de producción de alimentos. 

. Método 5S: Los métodos de organización del lugar de trabajo que incorporan 
elementos para clasificar, ordenar, limpiar, estandarizar y mantener la disciplina a un 
programa de limpieza manual también resultarán beneficiosos. 
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La segregación de los equipos de limpieza, los utensilios de manipulación de alimentos y 
otros instrumentos y utensilios en áreas codificadas por color bien estructuradas permite 
lograr metas más ambiciosas en el campo de la seguridad alimentaria, ya que contribuye a 
reducir el riesgo de contaminación cruzada entre zonas. La codificación por color es fácil de 
implantar si se lleva a cabo correctamente desde el principio. La codificación por color 
garantiza una mayor seguridad alimentaria al facilitar la separación eficaz de los procesos, 
las zonas y los equipos en instalaciones de producción de alimentos, minimizando así la 
contaminación cruzada. La codificación por color se puede incorporar a los procesos de 
trabajo como parte natural de las Buenas Prácticas de Manufactura (BPM), o bien como una 
etapa proactiva de reducción de riesgos que forme parte del catálogo de prerrequisitos del 
sistema HACCP. 


Codificando por color, se minimiza el riesgo de contaminación de los productos por 
microorganismos, alérgenos o cuerpos extraños mediante la separación de los pasos, las 
secciones y las áreas que componen el proceso de producción de alimentos. Se reducen los 
riesgos y costes asociados al rechazo y la retirada de productos, dado el menor riesgo de 
contaminación cruzada de los productos acabados. Se agilizan los procesos al garantizarse 
la facilidad de localización de los equipos y su almacenamiento en el lugar apropiado. Este 
planteamiento se ajusta también a los principios del sistema HACCP en materia de 
seguimiento y control. 


Se eliminan los malentendidos. Un sistema de codificación por color es fácil de entender y 
aprender, independiente- mente de las habilidades linguísticas. Se mejora la seguridad 
mediante el fomento de una cultura que invita a los empleados a hacerse responsables de 
sus equipos y zonas de trabajo. Se prolonga la vida útil de los equipos al garantizarse su 
correcto almacenamiento en ganchos, soportes o tableros de sombras. Se reducen los 
costes asociados a la sustitución de los equipos, pues duran más tiempo. Se reduce el 
número de utensilios y equipos necesarios para la producción de alimentos. Se crea un área 
de trabajo bien organizada y ordenada, clara y visiblemente centrada en la seguridad 
alimentaria. Ello causa una impresión positiva en clientes, autoridades, auditores y otros 
visitantes. Antes de empezar a usar la codificación por color en las instalaciones de 
producción de alimentos, es fundamental tomar en cuenta las siguientes preguntas: 


¿Cuáles son los peligros potenciales asociados a mis instalaciones de producción de 
alimentos?: Deben identificarse todos los peligros potenciales para la seguridad alimentaria 
(alérgenos, microorganismos, cuerpos extraños, etc.) que puedan presentarse en las 
instalaciones de producción en función del tipo de alimento que se produzcan, sus procesos 
de producción, el segmento al que pertenezcan sus clientes, la legislación y las 
certificaciones que deba recibir. Si se tiene un plan HACCP, ya se habrán identificado tales 
peligros y evaluado los riesgos asociados a los mismos. 


¿Corro riesgo de que mis productos sufran contaminación por alérgenos?: Si la respuesta 


es afirmativa, la solución ideal en cuanto a codificación por color es asignar un código de 
color específico a los utensilios y equipos destinados al contacto con alérgenos. 
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¿Están mis instalaciones de producción de alimentos divididas en zonas?: Si las 
instalaciones de producción ya están divididas en zonas, puede basar la codificación por 
color en tales zonas, siempre y cuando tenga sentido hacerlo. Asignar a cada zona su propio 
color para facilitar la identificación de los equipos y utensilios que pertenezcan a cada zona, 
y mantener estos aislados entre sí. La división en zonas también se puede aplicar a las líneas 
de producción para limitar el riesgo de contaminación cruzada entre aquellas. Este tipo de 
control por zonas consiste en asignar un determinado color a los equipos destinados 


exclusiva- mente al uso en un área y/o una línea de producción en particular. 


Zona 
Naranja 
8 a 


>», 


Zona 
Roja 


Zona 
Blanca 


Zona 
Púrpura 


El contraste entre colores facilita la detección de fragmentos de plástico o cerdas sueltas 
depositados por los equipos en los alimentos. Por supuesto, los equipos de limpieza y 
utensilios que se empleen para manipular alimentos deben inspeccionarse y sustituirse en 
cuanto comiencen a presentar signos de desgaste. Usar combinaciones fáciles de distinguir 
para daltónicos. Uno de cada 12 hombres y una de cada 200 mujeres padecen daltonismo. 
Asegurar de que los tonos contrasten para que aquellos empleados que padezcan 
daltonismo puedan diferenciar los colores con facilidad. En caso de duda, tomar una foto 
de los colores y convertir a blanco y negro. Si se pueden notar las diferencias, el contraste 
entre tonos será lo suficientemente marcado. 


Se recomienda no combinar colores en utensilios o grupos de utensilios concretos; en su 
lugar, es mejor asignar el mismo color a los mangos y los cabezales de escoba/jalador. 
Asimismo, se debe limitar al máximo el número de colores. No tratar de asignar un color 
diferente a cada uno de los pasos de un proceso complicado. Si el sistema de codificación 
por color es demasiado complejo, los empleados no lo entenderán ni lo respetarán. Los 
colores que se seleccionen deben tener sentido para los empleados. Si es posible, 
seleccionar colores que puedan asociarse por lógica a zonas específicas o ingredientes 
concretos. 
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Implantar el sistema de codificación por color en todas las zonas afectadas al mismo tiempo. 
Para mayor claridad, establecer una fecha específica para la supresión gradual del sistema 
antiguo y una fecha de entrada en vigor concreta para el nuevo sistema codificado por color. 
Comunicar el plan atodos los intervinientes. Reunirse con todos los jefes de turno en primer 
lugar para asegurarse de que comprenden el sistema y, a continuación, ampliar el programa 
a los demás empleados. Seleccionar colores que se ajusten a todos los requisitos de 
limpieza y manipulación de alimentos. 


Se recomienda usar colores estándar (verde, azul, rojo, blanco y amarillo) para las zonas 
codificadas por color más extensas que requieran numerosos tipos de equipos de limpieza 
y utensilios de manipulación de alimentos. Análogamente, se recomienda usar otros 
colores (rosa, naranja, púrpura, lima, etc.) para áreas más pequeñas, caracterizadas por su 
alto riesgo y centradas en el control de alérgenos, en las que se requieran menos equipos 
de limpieza y utensilios de manipulación de alimentos. El color de los utensilios debe 
coincidir con el de las áreas de almacenamiento. Asegurarse de que los utensilios se 
almacenen en la misma área en la que se usen, e implantar un sistema de almacenamiento 
codificado por color mediante, por ejemplo, tableros de sombras o portautensilios. Elegir 
un color para los equipos de limpieza y los utensilios de manipulación de alimentos que 
entren en contacto con superficies en contacto con alimentos y los propios alimentos, y un 
color diferente para los equipos y utensilios que no lo hagan. Además, seleccionar un color 
específico para la limpieza de drenajes. No existen normas ni reglamentos que determinen 
los colores que deben emplearse en instalaciones de producción de alimentos. Para gozar 
de mayor seguridad alimentaria, se recomienda elegir colores que contrasten claramente 
con los alimentos producidos. En zonas sin contacto con alimentos, se podría emplear el 
color verde para identificar los equipos de limpieza que se usan en el suelo, mientras que 
en las zonas en contacto con alimentos, el azul es el color que se asigna con mayor 
frecuencia a los equipos de limpieza y los utensilios de manipulación de alimentos que 
entran en contacto con superficies sobre las que se procesan alimentos, dado que muy 
pocos alimentos son de dicho color. El negro es el color que se asigna con mayor frecuencia 
a los drenajes, las áreas de ingeniería y las zonas exteriores, pues no permite apreciar la 
suciedad. Por otro lado, pueden elegirse otros colores (rosa, naranja, púrpura) para 
diferenciar entre los utensilios destinados a la limpieza de alérgenos concretos. Para 
sectores de almacenamiento, usar utensilios de colores más discretos (marrón o gris) en 
áreas de alta visibilidad, como los pasillos. 


Uno de los principales puntos identificados para el aislamiento de patógenos son los 
equipos de limpieza. Una vez contaminado, el propio equipo de limpieza puede luego 
convertirse en un vector de contaminación, es decir, puede difundir la contaminación en el 
entorno, aumentando el riesgo subsiguiente de contaminación cruzada a los alimentos. 
Además, los equipos susceptibles de entrar en contacto con alimentos y con superficies 
destinadas al contacto con estos deberían fabricarse con materiales que no presenten 
riesgos para el consumidor. Entre estos riesgos están los que suponen la migración de 
sustancias químicas nocivas y la presencia de cuerpos extraños. Resulta por tanto 
imprescindible que los equipos de limpieza se fabriquen con materiales seguros para el 
contacto con alimentos y se diseñen de modo que se minimicen dichos riesgos. 
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Muchos de los equipos de limpieza actualmente en uso en la industria alimentaria no 
poseen un buen diseño higiénico, lo cual incrementa el riesgo de contaminación cruzada. 
No cabe duda de que la aplicación de unos buenos criterios de diseño higiénico contribuiría 
a reducir este riesgo y entre ellos podemos nombrar: 


. ausencia de hendiduras y trampas de contaminación (por ejemplo, mediante el uso 
de uniones suaves), orificios pequeños, huecos y ángulos internos pronunciados; 

. acabado superficial suave; 

. facilidad de limpieza y secado (por ejemplo, ofreciendo rapidez y sencillez de 


desmontaje/ montaje, diseño en una sola pieza o fácil acceso a todas las áreas para su 
limpieza y desinfección); 

. fabricación con materiales seguros para 
el contacto con alimentos (evitando la 
madera, el vidrio y los materiales tóxicos); 

. construcción adecuada (el producto 
debe ser duradero y no incorporar espumas, 
pinturas o revestimientos); 

. ausencia de porosidad; 

. resistencia adecuada a temperaturas y 
agentes químicos. 


Como se ha mencionado anteriormente, un mal diseño higiénico de los equipos de limpieza 
puede aumentar el riesgo de contaminación cruzada de los productos alimenticios por 
microbios, alérgenos y cuerpos extraños. Recientemente, la detección de trazas o incluso 
grandes niveles de contaminación de carne de caballo en los productos vacunos ha afectado 
a los estándares de limpieza en lo que respecta a la contaminación cruzada entre especies. 


La Agencia de Estándares Alimentarios del Reino Unido (FSA, por sus siglas en inglés), 
basándose en los hallazgos de un proyecto para establecer si se producía cruce de especies 
en las plantas procesadoras de carne británicas durante la producción de carne picada 
aplicando las prácticas correctas, ha establecido hace poco un límite del 0,1 % de carne de 
porcino cruda en la carne de vacuno cruda (al peso). Este precedente puede aplicarse 
perfectamente a otras formas de contaminación cruzada residual en los alimentos. Por 
ejemplo, productos que no sean halal o kosher, alimentos modificados genéticamente, 
restos de carne en productos vegetarianos, etc. Como resultado, los estándares de limpieza 
en estas áreas estarán bajo escrutinio. 


Todo ello, unido a las nuevas recomendaciones de la 9.2 edición (2022), de la Norma 
mundial de seguridad alimentaria del BRC, donde se detalla que “los equipos de limpieza 
deberán estar diseñados de manera higiénica para los fines previstos”, pone de manifiesto 
la necesidad de emplear equipos de limpieza eficaces y diseñados higiénicamente para 
ayudar a maximizar la eliminación de contaminantes y residuos en los alimentos, minimizar 
el riesgo de contaminación cruzada y cumplir con los requisitos de auditoría del BRC. 
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MICROBIOLOGÍA EN BEBIDAS FERMENTADAS 


Capítulo 4 
10. Zonificación higiénica 


Zonificación higiénica. Las instalaciones deben zonificarse para prevenir la contaminación cruzada de los 
productos crudos a los terminados. Esta imagen incluye la dirección del flujo de aire ( 
presión de la sala) desde las áreas de alto grado de higiene a las áreas de higiene £ 
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Uno de los programas prerrequisitos requeridos en cualquier sistema de Gestión de 
Inocuidad de Alimentos es el Programa de Monitoreo Ambiental (PMA). Muchas veces no 
tenemos idea de por dónde comenzar a elaborar el programa y un buen inicio es zonificar 
nuestras áreas de producción. Una forma viable de identificar las fuentes de contaminación 
en las instalaciones alimentarias es aplicar el concepto de zonificación higiénica al 
monitoreo ambiental. De esta forma se identifican las diferentes áreas en un entorno de 
procesamiento de alimentos que tienen diferentes niveles de riesgo y esto se puede utilizar 
para seleccionar puntos para el programa de muestreo ambiental. 


La zonificación higiénica se utiliza para identificar las áreas de mayor riesgo (Zona 1) a las 
de menor riesgo (Zona 4) y diferenciar los requisitos de saneamiento en las diferentes 
zonas. El enfoque de zonificación higiénica está diseñado como un objetivo con el círculo 
central (o la diana) designado como Zona 1 que representa la zona de mayor riesgo y las 
áreas más críticas para el monitoreo ambiental y la limpieza y desinfección. Lo ideal es 
tomar un mapa de las áreas de proceso e identificar las diferentes zonas con colores 
(mapeo), definiendo así los puntos que vamos a muestrear, con qué frecuencia, y qué 
parámetros vamos a medir. 
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Debemos definir los límites y las acciones correctivas que vamos a tomar cuando los 
parámetros se salgan de esos límites establecidos. Muchas veces surge la duda acerca de la 
fuente de esos límites, la verdad es que deberíamos establecer un muestreo por un tiempo 
y definir la línea base para nuestra planta porque todas las áreas de proceso tienen sus 
propias realidades. La contaminación del equipo puede ocurrir durante la operación o 
cuando el equipo está inactivo. Aunque el equipo tenga un diseño sanitario, pueden 
alojarse microorganismos. La contaminación del equipo se reduce mediante la limpieza y 
desinfección adecuada. Los operarios que no siguen las prácticas sanitarias contaminan los 
alimentos con microorganismos patógenos. Las manos, el cabello, la nariz y la boca albergan 
microorganismos que pueden transferirse a los alimentos durante el procesamiento, 
envasado, preparación y servicio al tocarlos, respirarlos, toser o estornudar. 


El agua se usa en la producción y preparación es un ingrediente agregado en la formulación 
de varios alimentos procesados y sirve como un componente clave de la operación de 
limpieza y desinfección, pero también puede convertirse en fuente de contaminación. La 
contaminación puede resultar de microorganismos transportados por el aire en las áreas 
de procesamiento, envasado, almacenamiento y preparación de alimentos. Esta 
contaminación puede resultar del aire sucio que rodea la planta de alimentos o de la 
contaminación por prácticas sanitarias inadecuadas. Los métodos más efectivos para 
reducir la contaminación del aire son las prácticas sanitarias, el filtrado del aire que ingresa 
a las áreas de procesamiento y preparación de alimentos y la protección del aire mediante 
técnicas y materiales de empaque adecuados. 


Si las aguas residuales sin tratar se drenan o fluyen hacia líneas de agua potable, pozos, 
estanques de riego, ríos, lagos y bahías oceánicas, el agua y los organismos vivos como los 
mariscos se contaminan. Para prevenir esta contaminación, las operaciones de producción 
de animales grandes, letrinas y fosas sépticas deben estar lo suficientemente separados de 
los pozos, arroyos y otros cuerpos de agua. Las aguas residuales no deben aplicarse a los 
campos donde se cultivan frutas y verduras. Moscas y cucarachas están asociadas con los 
hogares, los establecimientos de comida, las instalaciones de procesamiento de alimentos 
y los almacenes de alimentos, así como con los inodoros, la basura y otras suciedades. Estas 
plagas transfieren la suciedad de las áreas contaminadas a los alimentos a través de sus 
productos de desecho; boca, pies y otras partes del cuerpo; y con moscas, durante la 
regurgitación de suciedad sobre alimentos y equipos limpios. 


El primer paso para comprender la actividad de los patógenos ambientales es entender 
cómo se comportan los microorganismos en un ambiente alimentario. A grandes rasgos, 
existen dos tipos básicos de contaminantes: microorganismos transitorios y 
microorganismos residentes. Los microorganismos transitorios pueden ingresar a las 
instalaciones a través de ingredientes, materias primas, personal u otros elementos, es 
decir, “hacen autostop". Las actividades normales de limpieza y desinfección deberían 
eliminar las cepas transitorias, de modo que no subsistan ni se establezcan en las 
instalaciones alimentarias. Aún con buenos procesos de saneamiento, las cepas transitorias 
aparecen de vez en cuando en este tipo de establecimientos y pueden detectarse en ciertas 
ocasiones a través de pruebas, lo que es previsible. 
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Por otra parte, los microorganismos residentes se establecen en el entorno de 
procesamiento de los alimentos. Se albergan en rincones y grietas, llamados nichos o 
refugios ambientales, y subsisten durante largos periodos. Estos nichos son difíciles de 
limpiar, por lo que una cepa residente puede formar una colonia que contamina los 
alimentos de forma regular. 


El objetivo de la zonificación higiénica es reducir las posibilidades de que un organismo 
transitorio ingrese en áreas sensibles dentro de las instalaciones, como áreas de envasado 
en las que los productos listos para el consumo se ven expuestos al ambiente. Los objetivos 
de un programa de monitoreo ambiental, en definitiva, son: 

e verificar que los planes de zonificación higiénica sean eficaces y 

e detectar nichos ambientales, a fin de aplicar medidas correctivas para eliminar las 

cepas residentes. 

Esto requiere aplicar prácticas estrictas de saneamiento y comprender la importancia de 
establecer un plan riguroso para detectar cepas residentes. 


La necesidad y el alcance de la zonificación y el monitoreo ambiental depende del producto. 
Por lo general la técnica se aplica en instalaciones que producen alimentos listos para el 
consumo. Por ejemplo, las necesidades de una molienda de harina son muy diferentes de 
las de una instalación alimentaria frigorífica de productos listos para el consumo y de las de 
una planta de alimentos enlatados. Cada instalación debe determinar la necesidad y el 
alcance de un programa de zonificación con base en el riesgo potencial de sus productos. 
La evaluación debe tener en cuenta la estructura, el personal, los flujos de tráfico de 
ingredientes y embalaje y cualquier área de contaminación cruzada. 
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También se deben considerar posibles contaminantes presentes en la materia prima, el flujo 
de aire, las áreas de soporte y las actividades que se llevan a cabo en las instalaciones. La 
zonificación puede implementarse en una instalación con fines de inocuidad alimentaria o 
calidad (por ejemplo, controlar la contaminación con moho); no obstante, los controles 
preventivos de saneamiento solo deben dirigirse a patógenos ambientales relevantes para 
el producto en cuestión (por lo general alimentos listos para el consumo). Las siguientes 
preguntas se pueden considerar para determinar si una zonificación o un monitoreo 
ambiental resulta útil en una instalación: 

1. ¿La formulación del producto tiene una propiedad intrínseca que mataría al 
patógeno ambiental en cuestión? 

Si una propiedad intrínseca elimina patógenos ambientales (por ejemplo, los altos niveles 
de acidez que presentan las salsas a base de vinagre), puede que la situación no amerite la 
implementación de un monitoreo ambiental. Se necesitará validar (Procedimientos de 
verificación y validación) la efectividad de dichas propiedades intrínsecas para asegurar que 
efectivamente controlan el patógeno. 

2, ¿El producto o ingrediente está asociado con la contaminación por patógenos? 

La posibilidad de que un patógeno se establezca en el entorno de procesamiento aumenta 
cuando un ingrediente tiene antecedentes de contaminación por patógenos. Salmonella 
spp tiene antecedentes de haber causado contaminación ambiental en alimentos de baja 
humedad como cereales, maní, frutos secos y mantequillas de frutos secos, especias, 
hierbas secas, leche en polvo y chocolate. Listeria monocytogenes suele asociarse con 
brotes en alimentos listos para el consumo, especialmente en aquellos que son 
refrigerados. 

3. ¿El producto recibe un control de procesos validado, diseñado para eliminar 
patógenos ambientales? 

Un control de procesos validado, tal como la cocción, reduce el riesgo. 

4. ¿El producto está expuesto al ambiente luego del paso de destrucción de 
microorganismos y antes de ser envasado? 

Si el producto no envasado queda expuesto luego de la cocción, aumenta el riesgo de 
recontaminación. El manejo de los alimentos listos para el consumo expuestos debe 
realizarse en entornos con normas de higiene más estrictas, con un monitoreo ambiental 
periódico que verifique que los controles de higiene son adecuados para minimizar la 
posibilidad de que se produzca una recontaminación del producto con patógenos 
ambientales. 

5. ¿Se utilizan ingredientes listos para el consumo para producir alimentos listos para 
el consumo? 

En algunos casos no existe un paso de destrucción de microorganismos cuando se 
combinan ingredientes listos para consumir con el fin de producir alimentos listos para 
consumir. Del mismo modo que con los productos expuestos al ambiente luego del paso de 
destrucción, un mayor control de la higiene es necesario para reducir el riesgo de 
contaminación con patógenos ambientales. 

6. ¿Un producto refrigerado listo para el consumo propicia el desarrollo de Listeria 
monocytogenes? 

Por lo general los brotes de L. monocytogenes afectan a aquellos alimentos que propician 
la proliferación del organismo. Las medidas sanitarias que reducen su incidencia en el 
ambiente son esenciales para evitar la contaminación ambiental de estos productos. 
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11. Programa de monitoreo ambiental: generalidades 


El monitoreo ambiental se utiliza para verificar que las medidas de saneamiento sean 
adecuadas para mantener un ambiente que no contribuya de manera significativa a la 
contaminación del producto. Muchos establecimientos realizan pruebas de Listeria spp. 
como indicador de L. monocytogenes. Resulta útil definir los requerimientos de higiene de 
cada área con base en el riesgo de contaminación del producto. En este sentido, es 
importante identificar: 


e  Lasáreas donde no se elaboran alimentos, incluidas las de mantenimiento, oficinas 
y zonas para empleados como los comedores. Estas áreas deben cumplir con 
requerimientos sanitarios básicos, pero no con las BPM. Sin embargo, los individuos 
que trabajan en estas áreas deben comprender que en otras zonas de las 
instalaciones se aplican requerimientos sanitarios más estrictos y que deben 
cumplir con dichos requerimientos cuando ingresan a ellas. 

e Las áreas de transición, que pueden incluir una entrada (o puerta), vestuarios o 
áreas similares que dan paso a áreas básicas de BPM. Las batas, las redecillas, el 
calzado y otro equipo personal exigido para ingresar a las áreas de BPM deben estar 
disponibles en las áreas de transición. Se deberá colocar una lista de requisitos para 
el ingreso y se debe considerar la colocación de estaciones para el lavado de manos, 
el lavado de pies con espuma, etc., según corresponda para evitar la contaminación 
de las instalaciones. 

e Las áreas básicas de BPM, que incluyen las áreas de recepción y almacenamiento 
de productos crudos y las de procesamiento general de alimentos, deben 
mantenerse limpias para que cumplan con los requisitos básicos de las BPM. Es 
necesario separar las áreas y las herramientas empleadas en la manipulación de 
ingredientes crudos de aquellas utilizadas para manipular productos cocidos o 
pasteurizados, a fin de evitar la contaminación cruzada. Esto incluye la 
implementación de un sistema de flujo y tráfico lineal del producto, ya sea a pie, en 
carretilla, autoelevadora u otros medios, para evitar la contaminación cruzada. Si 
una instalación tiene áreas de contacto cruzado que no pueden separarse por 
problemas de diseño, se deberá prestar especial atención a los controles 
preventivos para evitar una contaminación cruzada accidental. 

e Las áreas de control de patógenos primarios son aquellas en las que los productos 
cocidos, pasteurizados o listos para el consumo se ven expuestos al ambiente, como 
áreas de envasado de dichos productos. En estas áreas se deberán aplicar medidas 
sanitarias más estrictas para minimizar la posibilidad de contaminación cruzada. El 
control de acceso del personal (por ejemplo, mediante uniformes identificados por 
color, calzado especial, etc.) y equipo específicamente dedicado como carretillas o 
autoelevadoras también puede resultar útil para evitar que los contaminantes 
ambientales realicen "autostop" y lleguen a un espacio más sensible. 

e  Lasáreas sensibles/de alto nivel de higiene, incluyen áreas que producen alimentos 
para poblaciones sensibles, como los lactantes, y alimentos utilizados en contextos 
clínicos. 
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Resulta útil colocar en un lugar visible un mapa de las instalaciones codificado por color, 
para diferenciar las zonas higiénicas y mostrar los flujos de tráfico correctos, a fin de 
fortalecer la zonificación y el cumplimiento. Un mapa con estas características puede 
utilizarse para orientar a los nuevos empleados y los visitantes y recordarle a todos la 
necesidad de minimizar la contaminación cruzada. 


Se deben implementar controles para el acceso y el ingreso a áreas de procesamiento con 
higiene controlada, definir y establecer como obligatorio el uso de indumentaria adecuada 
para cada área de la instalación y determinar quién puede ir dónde y los requisitos para el 
ingreso. Por ejemplo, ¿deben utilizar mascarillas para ingresar a áreas sensibles? ¿O bien 
calzado especial? Un área de transición ideal cuenta con carteles y barreras físicas que 
llevan a la aplicación de los requerimientos adecuados, tales como torniquetes, duchas de 
aire y estaciones de lavado de manos en el ingreso que no pueden ser obviados. Las 
imágenes en los carteles son los métodos más eficaces. 


Area de Área de 
S Elaboración Caldera 
Baños y 
Vestier < 


Laboratorio Cuarto de 


Mantenimiento 


Oficina y 
Recepción 


Área de Cargue y 
Descargue 


Los objetivos principales del monitoreo ambiental son verificar y confirmar la eficacia de los 
controles sanitarios y de zonificación y llevar a cabo actividades que mejoren los controles. 
El monitoreo ambiental resulta útil cuando el ambiente debe ser controlado para prevenir 
la contaminación microbiana y siempre que la realización de pruebas sea beneficiosa para 
verificar el control del patógeno en cuestión. Un programa eficiente de monitoreo 
ambiental realiza un intento diligente de encontrar el patógeno indicador en cuestión, de 
modo tal que las correcciones pueden realizarse antes de que el producto se vea afectado 
y de que se pueda evaluar la eficacia de las intervenciones. Por ejemplo, un programa sólido 
de monitoreo ambiental puede ayudar a detectar la presencia de patógenos de nicho y a 
diferenciarlos de las cepas transitorias. 
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Esto sirve para determinar cómo se debe reaccionar ante su detección. Es esencial 
implementar una cultura que aplique una política permanente de “buscar y destruir” aplicada 
al monitoreo ambiental. Un programa de monitoreo ambiental debe diseñarse 
específicamente para las instalaciones y debe considerar los productos que allí se elaboran, 
los ingredientes utilizados, cualquier antecedente de patógenos ambientales y otros factores 
relevantes. 


La toma de muestras es sesgada, lo que significa que los sitios de obtención de muestra son 
los casos más problemáticos y que se trata de identificar áreas con dificultades y no de 
implementar un programa aleatorio de toma de muestras dirigido a identificar la situación 
"promedio". Esto puede parecer riesgoso al principio, y algunos podrán cuestionarlo diciendo 
"¿por qué debo intentar encontrar un patógeno ambiental en mi establecimiento?". La 
respuesta es: porque usted tiene más posibilidades de encontrar un patógeno potencial en el 
ambiente antes de hallarlo en el producto, lo que puede evitar un retiro del mercado de amplio 
alcance o, lo que es peor, un brote. 


Investigaciones sobre varios casos de brotes indican que el ambiente de las instalaciones fue 
la fuente de las cepas involucradas en ellos. Salmonella sobrevive muy bien en ambientes 
secos. Cuando se introduce agua en el alimento y hay disponibilidad de nutrientes (por 
ejemplo, alimentos en polvo), puede multiplicarse, aumentando así las posibilidades de que 
sea transportada a otra área por el movimiento de humedad o por la contaminación de un 
objeto móvil o de una persona. Los brotes de Salmonella en los que se sospecha la intervención 
de la contaminación ambiental se han asociado con ciertos productos alimenticios secos, como 
mezclas para preparar productos panificados, mantequilla de maní, frutos secos y cereales de 
desayuno. Es por esto que muchas veces es necesario realizar monitoreos ambientales para 
detectar posibles casos de Salmonella en numerosos entornos de procesamiento de alimentos 
listos para el consumo y de baja humedad. 


Los brotes de Listeria monocytogenes se asocian con productos refrigerados listos para el 
consumo, por lo que se requieren frecuentes monitoreos ambientales para detectar una 
posible recontaminación. El monitoreo de Listeria spp se utiliza como prueba más general en 
algunos establecimientos, ya que resulta más fácil detectar un posible problema. Sin embargo, 
analizar el ambiente para detectar la presencia de L. monocytogenes puede resultar adecuado 
en algunas instalaciones. 


La decisión debe tomarse consultando a un microbiólogo alimentario calificado que 
comprenda la ecología microbiana del tipo de establecimiento en cuestión. Teniendo en 
cuenta que el objetivo del monitoreo ambiental es detectar posibles fuentes de 
contaminación, la toma de muestras suele enfocarse en áreas de mayor riesgo. Se tomarán 
muestras más seguido en las áreas de control de patógenos primarios. No es frecuente la toma 
de muestras en áreas donde no se elaboran alimentos. Dentro de cada área se utiliza el 
término zonas para la ubicación exacta de la toma de muestras. La zona 1 representa las 
superficies de contacto con alimentos, tales como contenedores, cintas transportadoras, 
utensilios e incluso las manos que tienen contacto directo con el alimento. 
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La zona 2 incluye áreas adyacentes a las superficies de contacto con alimentos y se les suele 
llamar superficies de contacto indirecto con los productos. Algunos ejemplos son los soportes, 
los paneles del equipo o los delantales. 

La zona 3 incluye todos los otros elementos dentro del área de producción o procesamiento - 
pisos, paredes, techos, rejillas y otros equipos. 

La zona 4 abarca el resto de las áreas de las instalaciones no dedicadas a la producción, como 
pasillos, talleres de mantenimiento y áreas de recreación de los empleados. 
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Las mejores prácticas indican que el monitoreo debe concentrarse en las zonas 2, 3 y 4. Dado 
que suelen contaminarse más a menudo, el muestreo en estas zonas aumenta las 
probabilidades de detectar una posible fuente de contaminación antes de que sea hallada en 
el producto. La detección y la corrección tempranas ayudan a evitar la contaminación de 
superficies/áreas de contacto con el producto (zona 1). La toma de muestras en la zona 1 es 
poco frecuente, pero de realizarse, se deberá retener el producto hasta asegurarse de que los 
resultados son negativos, para evitar un posible retiro del mercado. El personal debe recibir 
capacitación para realizar la toma de muestras ambientales y utilizar su criterio para decidir 
cuándo tomar medidas diferentes del plan original con base en observaciones oO 
acontecimientos especiales. Con las herramientas correctas se pueden tomar muestras en 
rajaduras, grietas, áreas elevadas, áreas extensas de piso, rejillas, raspaduras secas y aire. 
Preparar un mapa de las instalaciones con todas las rejillas demarcadas. Determine una lista 
de sitios en las instalaciones. 
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Asegúrese de que cada vez se tomen más muestras en las zonas 2 y 3 y algunas de la zona 4. 
Tome muestras durante la producción, al menos tres horas luego de iniciado el proceso. Las 
muestras pueden ser compuestas para ahorrar costos, tomando muestras individuales de cada 
sitio y combinándolas para formar una muestra compuesta. No utilice la misma esponja en 
múltiples sitios de muestreo, ya que esto puede dispersar una posible contaminación. 
Aumente la cantidad de muestras tomadas cuando se trata de agua, áreas de refugio de 
microbios o de mucho tráfico con más probabilidades de constituir una fuente de 
contaminación debido a las condiciones de infraestructura de la planta y el equipo. La 
desinfección del sitio luego del muestreo se considera una buena práctica. 


La detección de un patógeno en una muestra obtenida en la zona 1 exige tomar medidas 
inmediatas, ya que pone en duda la inocuidad del producto producido en esa línea. Si esto 
ocurre, se recomienda consultar con expertos para evaluar los datos recabados con el paso del 
tiempo, las prácticas de saneamiento y otros factores pertinentes para determinar si se 
desecha el lote. A fin de monitorear los indicadores se deben establecer los niveles de acción 
y objetivos luego de determinar las líneas base. Resulta difícil interpretar resultados si no existe 
una base para la comparación. 


Existen instalaciones que fabrican el mismo producto, pero tienen perfiles muy diferentes. Por 
lo general la recolección de datos de línea base supone una toma de muestras muy frecuente 
durante un periodo determinado y su fin es capturar una “instantánea” de lo que constituye 
una operación estable o de rutina. Se pueden recabar datos en tandas para cubrir la 
variabilidad estacional. 
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De no tomar muestras en todos los sitios cada vez que se realiza la actividad, se puede 
implementar un sistema de rotación. En vista de que el objetivo del programa es identificar de 
forma proactiva fuentes potenciales de contaminación, se recomienda tomar muestras en los 
peores escenarios o condiciones observados, como, por ejemplo, agua estancada, goteras en 
techos, producto acumulado, etc. Se puede aumentar la frecuencia del muestreo durante los 
meses iniciales del programa para lograr una mejor implementación de la norma en las 
instalaciones, tomando en cuenta factores como estacionalidad, condiciones del tiempo, 
instalaciones adyacentes y cambios en el personal. Se considera una mejor práctica un enfoque 
de tres etapas: 1) muestreo de rutina (con enfoque en alto riesgo), 2) muestras para 
investigación y 3) muestreo de seguimiento para confirmar la eficacia de las medidas 
correctivas. 


La frecuencia con la que se recaban los datos puede aumentar o disminuir de acuerdo con un 
análisis de los datos históricos de las instalaciones, la determinación de patrones de tráfico y 
el riesgo del producto. El hallazgo de una muestra ambiental positiva es una oportunidad de 
investigar y ver si algo ha fallado en el programa de control. Tenga en cuenta que algunos 
resultados positivos son por microbios transitorios y, por ende, no requieren ningún cambio. 
Por otra parte, algunos resultados positivos exigen tomar medidas para evitar la 
contaminación del producto. Una buena investigación se logra combinando observación, 
inspección y muestreo intensivo. Si la muestra positiva era compuesta, entonces vuelva a 
tomar muestras de toda el área. Estas muestras se analizan individualmente para identificar y 
aislar el área con problemas. Además de reanalizar, observe el equipo (armado y desarmado), 
el proceso, el personal y la limpieza y la desinfección para descubrir factores que puedan haber 
contribuido a la contaminación. También es importante observar el flujo de materiales para 
determinar si los flujos cruzados constituyen un problema. Partiendo de la investigación, 
pueden ser necesarios cambios en los procedimientos. 


En ocasiones las acciones correctivas pueden focalizarse en un nicho de las instalaciones o en 
equipo que debe ser retirado, reparado o limpiado. Pueden requerirse también nuevos 
procedimientos y se deberá capacitar al personal con respecto a estos cambios. Una vez 
realizadas las correcciones necesarias, se deberá realizar una limpieza y una desinfección 
profundas. Se confirmará luego su eficacia a través de una toma de muestras intensiva y 
repetida durante un periodo extenso. Tome nuevas muestras cubriendo un amplio espectro 
luego de la limpieza y la desinfección, durante las operaciones, en los cambios de turno y en 
periodos inactivos durante un tiempo prolongado. Si luego de un evento se obtienen 
numerosas muestras positivas, la medida correctiva no está funcionando de forma eficaz. Esto 
puede deberse a la presencia de un refugio o nicho que no fue descubierto o eliminado. Revise 
toda la instalación, el equipo y los controles operativos para asegurarse de que se han tomado 
todas las medidas a su alcance. Algunas instalaciones han tenido que detener la producción 
en ciertas áreas por nichos ambientales que no han podido ser eliminados. Goteras en el 
techo, atascos en las rejillas del suelo en áreas de producto expuesto, la construcción o 
instalación de equipos y la transición entre áreas de construcción y producción pueden 
aumentar la prevalencia de patógenos ambientales. Deben implementarse procedimientos 
para proteger las áreas de procesamiento y al producto durante este tipo de eventos. 
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En situaciones relacionadas con goteras o ingreso de agua en entornos secos se recomienda 
el monitoreo ambiental para detectar la posible presencia de Salmonella. Es útil tomar estas 
muestras inmediatamente después de limpiar, ya que este representa probablemente el peor 
de los escenarios. Si no se detecta Salmonella en estas muestras, puede que el ambiente no 
se vea afectado. Sin embargo, si se detecta el organismo, se deberán tomar acciones 
inmediatas para desinfectar el área sin utilizar agua de forma extensiva, ya que de lo contrario 
podría empeorar la situación. Durante periodos de construcción deben evaluarse los patrones 
de tráfico para minimizar posibles fuentes de contaminación. El polvo y el tráfico deben 
controlarse en caso de construcción. Al finalizar las actividades de construcción, el área deberá 
limpiarse y desinfectarse y se deberán tomar muestras antes de retomar la producción. Para 
verificar el restablecimiento de los controles, se deben realizar monitoreos ambientales 
adicionales luego de estos eventos. Se considera una mejor práctica el control y la elaboración 
de tendencias de monitoreo ambiental. El formato de los informes de resultados tendrá un 
impacto sobre la información provista. Si usted se toma el trabajo de recabar datos de 
monitoreos ambientales, asegúrese de maximizar el valor de la información, a fin de poder 
utilizarla para proteger su producto y sus instalaciones. Los resultados presentados en un 
formato práctico maximizan el valor de los datos. Por ejemplo, una hoja de cálculo puede 
ayudar a identificar tendencias de monitoreos de rutina o intensivos. Un mapeo de las 
instalaciones también puede ser utilizado para mostrar la ubicación de los positivos y 
determinar si se ubican en el mismo lugar, lo que podría indicar un nicho ambiental. Los 
resultados colocados en un mapa pueden utilizarse para demostrar la efectividad de los 
controles preventivos para patógenos ambientales. 


Recuerde, los análisis no son un "control"; los resultados positivos también pueden ser buenos 
ya que uno puede tomar medidas antes de que se detecte el patógeno en un producto. Los 
programas de monitoreo ambiental deben analizarse y actualizarse al menos una vez al año. 
Si se cuenta con un programa sólido, las modificaciones se realizan cuando así se requiera, por 
ejemplo, cuando resultan de las medidas correctivas y cuando se producen cambios en los 
ingredientes, los procesos o el equipo. Si nunca se obtienen resultados positivos y esto no es 
lo esperable, ello puede significar que el programa no está siendo gestionado con una actitud 
proactiva de buscar y destruir. Cualquier auditor experimentado se mostrará escéptico ante 
un programa de monitoreo ambiental que nunca muestra resultados positivos en el largo 
plazo. El hallazgo de una muestra ambiental positiva es una oportunidad de investigar y 
determinar si algo ha fallado en el programa de control. Una buena investigación se logra 
combinando observación, inspección y muestreo intensivo. 
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Se recomienda observar el equipo (armado y desarmado), el proceso, el personal, la limpieza 
y desinfección para descubrir factores que puedan haber contribuido a la contaminación. 
También es importante observar el flujo de materiales para determinar si los flujos cruzados 
constituyen un problema. Partiendo de la investigación pueden ser necesarios cambios en los 


procedimientos. 


Las acciones correctivas pueden focalizarse en un equipo que deber ser retirado, reparado o 
limpiado. Pueden requerirse nuevos procedimientos y se deberá capacitar al personal 
respecto a estos cambios. Una vez realizadas las correcciones necesarias, se deberá hacer una 
limpieza y una desinfección profundas. Se confirmará su eficacia a través de una toma de 
muestra intensiva y repetida durante un periodo extenso. 


Descripción de la frecuencia de muestreo para las diferentes alternativas de plantas de 
procesamiento de alimentos clasificadas por la USDA FSIS 


Alternativa 1 
(Alt. 1) 


Alternativa 2, Opción 
1 (Alt. 23) 


Alternativa 2, 
Opción 2 (Alt. 2b) 


Alternativa 3 
(Alt. 3); ni 
fiambres o carnes 
frías ni salchichas 
para hotdogs 


Alternativa 3 
(Alt. 3); fiambreso 
hotdogs 


PLTyAMAP. 
Solo PLT 


Solo AMAP 


Solo 


saneamiento(ni 


PLT ni AMAP). 


Solo. 


saneamiento(ni 


PLT ni AMAP) 


n/a 


n/a 


n/a 


n/a 


Muy pequeño 


Pequeño 


Grande 


n/a 


n/a 


n/a 


1 - 6,000 
6,001 - 
50,000 


50,001 - 
>600,000 


2 veces/ año/ línea(cada 
6 meses) 


4 veces/ año/ línea 
(trimestral) 


4 veces/ año/ línea 
(trimestral) 


1 vez/ mes/ línea (mensual) 


1 vez/ mes/ línea (mensual) 
2 veces/mes/linea 
(cada 2 semanas) 


4 veces/ mes/ línea 
(semanal) 


Leyenda de la figura: Tratamiento luego de un proceso letal (PLT, Post-lethality treatment): proceso que se utiliza 
para reducir o eliminar a L. monocytogenes en el producto; entre los ejemplos se incluyen la pasteurización y el 
procesamiento a alta presión. Agente o proceso antimicrobiano (AMAP, Antimicrobial agent or process): agente o 


proceso que se utiliza para limitar o suprimir la proliferación de L. monocytogenes en el producto. 
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12. Contaminación microbiana en bebidas fermentadas 


ACLARACIÓN IMPORTANTE: Como los procesos biológicos de producción y elaboración de 
las bebidas fermentadas, tienen la misma base, vamos a tomar como ejemplo a la 
CERVEZA e inferir hacia los demás productos. 


El programa de Limpieza e Higienización o sanitización, tiene un solo objetivo fundamental 
cual es, el de evitar la adulteración del alimento a través de contaminantes incidentales en 
toda la cadena de producción. Para ello, interactúan 6 factores que llegan a ser la razón 
principal del por qué un programa de limpieza debe ser implementado y efectivamente 
validado: 


e CONTAMINACIÓN MICROBIOLÓGICA 
e CONTACTO CRUZADO 

e CALIDAD DEL PRODUCTO 

e OPERATIVIDAD DEL EQUIPO 

e MANEJO DE PLAGAS 

e CUMPLIMIENTO REGULATORIO 


Los microorganismos transitorios pueden ingresar a un establecimiento de alimentos con 
ingredientes, materias primas, personal y otros artículos entrantes. Sin embargo, la limpieza y 
desinfección en un procedimiento normal (eficaz) debe eliminar las cepas transitorias para que 
no persistan o se establezcan en una instalación de alimentos. Incluso con buenos 
procedimientos de higiene, las cepas transitorias aparecerán de vez en cuando en un 
establecimiento y pueden detectarse de vez en cuando a través de pruebas exhaustivas, esto 
es de esperar. Significa un patógeno capaz de sobrevivir y persistir dentro del entorno de 
fabricación, procesamiento, envasado o mantenimiento, de forma tal que los alimentos 
pueden estar contaminados y provocar enfermedades transmitidas por los alimentos si dichos 
alimentos se consumen sin tratamiento para minimizar significativamente el patógeno 
ambiental. Las superficies de preparación de alimentos pueden ser depósitos de 
contaminación bacteriana de alimentos RTE y deben lavarse y desinfectarse regularmente para 
evitar mayor agregado y diseminación bacteriana. En el caso de zonas contaminadas de 
preparación, debido a la vía de transmisión fecal-oral y la posibilidad de una debilidad en el 
lavado de manos, los consumidores pueden estar expuestos a patógenos transmitidos por los 
alimentos. La frecuencia y la concentración de bacterias encontradas en las superficies de 
preparación muestran inadecuados procesos de limpieza que podrían conducir a la formación 
de biopelículas, lo que facilita su supervivencia en estas superficies. 


Las bacterias de los géneros Pectinatus spp y Megapshaera spp pueden encontrar nichos 
adecuados en las cervecerías donde pueden sobrevivir durante años sin causar ningún defecto 
evidente, pero debido a algunas fallas tecnológicas o limpieza inadecuada, pueden causar 
contaminación y deterioro de la cerveza. La localización de las fuentes de contaminación es el 
primer paso para su eliminación. La alta frecuencia de contaminación de los productos 
envasados indica que la contaminación está afectando a todo el lote de producción y se deben 
buscar las fuentes durante todo el proceso de producción. 
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La cerveza, siendo una bebida fermentada, posee una actividad microbiana que está 
involucrada en todas las etapas de su proceso de elaboración definiendo las características del 
producto final. El proceso microbiano más importante en la producción de cerveza es la 
fermentación por Saccharomyces en el extracto de un cereal; pero otros microorganismos, 
normalmente indeseados, pueden estar presentes en el proceso. Sin embargo, los 
microorganismos presentes en la cerveza y su proceso de elaboración están limitados por el 
ambiente restrictivo de la misma. Es por esto que la cerveza es clasificada como una bebida 
segura con alta estabilidad microbiológica donde microorganismos patógenos no pueden 
crecer. 


La estabilidad microbiológica está dada por el contenido de etanol, alta concentración de 
dióxido de carbono, pH ácido y poco oxígeno. La cerveza también contiene lúpulo, el cual da 
el sabor amargo característico. Los compuestos del lúpulo, principalmente los iso- a-ácidos, 
poseen actividad antimicrobiana el cual es una defensa adicional contra las bacterias. Aun y 
con estas condiciones no favorables para el crecimiento microbiano, algunas bacterias sí logran 
crecer en cerveza; estas bacterias contaminantes de cerveza pueden causar un incremento en 
la turbidez y cambios sensoriales que afectan la calidad final del producto. La mayoría de las 
prácticas de fermentación modernas ocurren en condiciones relativamente asépticas y 
utilizando cultivos puros para evitar estos microorganismos indeseados en el proceso de 
elaboración de cerveza, pero las contaminaciones ambientales representan una amenaza 
prevalente para la calidad del producto. Las bacterias acido lácticas (BAL) como Lactobacillus 
y Pediococcus son reportadas como las responsables de más del 70 % de todos los incidentes 
de contaminación microbiológica en cerveza. Aun y cuando el grupo de BAL contiene 
numerosas especies, solo pocas pueden crecer en cerveza. Estas bacterias contaminantes de 
cerveza tienen la característica en común de resistencia a los iso-a-ácidos del lúpulo por medio 
de elementos genéticos, los cuales se encuentran comúnmente en. Estos marcadores 
genéticos se pueden utilizar para detectar bacterias potencialmente contaminantes y algunos 
de estos genes de resistencia también se han encontrado en bacterias no acido lácticas como 
Bacillus, pero no de manera frecuente, por lo que es importante rastrear a las bacterias 
contaminantes de cerveza y los genes de resistencia a lúpulo en el ambiente de una cervecería, 
donde pueden persistir en biofilms y otras reservas ambientales, manteniéndose como 
fuentes potenciales de contaminación. 
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Las incidencias esporádicas se refieren a una contaminación secundaria en la etapa de llenado 
y con frecuencia se pueden encontrar varios sitios de contaminación en el proceso y puede ser 
difícil relacionar una fuente específica con incidentes de deterioro. Sin embargo, la aparición 
de MO de cerveza estrictamente anaeróbicos en las áreas donde se maneja el producto 
abierto, es siempre un riesgo para la calidad del producto y debe dar lugar a contramedidas. 
Como contrapartida, se debe realizar de inmediato una limpieza mecánica adecuada seguida 
de desinfección y reemplazo de las partes y superficies desgastadas para eliminar la 
contaminación. 


La presencia de levaduras que no han sido inoculadas por el productor y que, por tanto, no 
están bajo su control, puede derivar en alteraciones de la cerveza; a estas se las considera 
«levaduras contaminantes». Las levaduras contaminantes se pueden dividir en dos grandes 
grupos: las del género Sacharomyces y las que pertenecen a otros géneros, como Candida y 
Debaryomyces, entre otros. Las contaminaciones causadas por levaduras pueden producir en 
la cerveza turbidez, fenoles, ésteres, alcoholes superiores, superatenuación y un exceso de 
carbonatación, entre otros efectos. En general, las contaminaciones causadas por levaduras 
pueden evidenciarse sensorialmente porque muchas de ellas producen compuestos fenólicos 
(POF+), como el 4-vinilguaiacol, 4-vinilfenol, 4-etilguaiacol y 4-etilfenol, a partir de la 
transformación de ácidos orgánicos como el cinámico, el ferúlico y el cumárico, presentes en 
la malta. Por el contrario, las levaduras cerveceras, salvo algunas excepciones, no son capaces 
de producir este tipo de compuestos (son POF-). Las levaduras contaminantes que pertenecen 
al género Sacharomyces representan el mayor riesgo debido a su similitud fisiológica y 
morfológica con la levadura inoculada, y su detección y control representan un gran desafío 
para las cervecerías. Actualmente, el límite de tolerancia para la presencia de microorganismos 
contaminantes en cerveza es un tema en discusión. No existen especificaciones oficiales en el 
Códex Alimentarius respecto de criterios microbiológicos en cerveza, dado que se considera 
que estos influyen exclusivamente en la calidad del producto y no en su inocuidad, siempre 
que se cumplan los parámetros fisicoquímicos de alcohol y pH, sin embargo, en la práctica, se 
considera que todo microorganismo contaminante presente en la cerveza representa un 
potencial riesgo para el producto. 
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El monitoreo permanente de cada una de las etapas de producción es imprescindible para 
detectar contaminación microbiana. La estabilidad microbiológica del producto final puede 
verse comprometida desde las primeras etapas de la producción, ya que los organismos des- 
componedores pueden acceder en cualquier parte del proceso de elaboración. Los equipos y 
las materias primas pueden estar contaminados microbiológicamente, en ese caso, la cerveza 
no cumplirá con las expectativas del cervecero ya que los contaminantes microbianos 
ocasionan sabores desagradables y turbidez en la cerveza, factores que afectan directamente 
su calidad. La contaminación microbiana en cerveza se puede originar de diferentes fuentes y 
se clasifican en: 


o Contaminaciones primarias: son aquellos que se originan a partir de las materias 
primas y en los equipos de elaboración. 
e Contaminaciones secundarias: aquellos que se introducen en la cerveza durante el 


embotellado, enlatado o embarrilado. 

la mitad de los problemas microbiológicos documentados pueden atribuirse a 
contaminaciones secundarias (una lata o un barril contaminado), sin embargo las 
consecuencias de las contaminaciones primarias pueden ser más graves, con la posible pérdida 
de un lote completo. 


La mayoría de los potenciales contaminantes de la cerveza se originan a partir de las materias 
primas y de los equipos de elaboración de cerveza mal higienizados y sanitizados. Las materias 
primas como la malta, el lúpulo y ocasionalmente el agua de elaboración, puede estar 
infectadas por microorganismos los cuales deben ser eliminados durante el proceso de 
preparación para evitar el deterioro del mosto y la cerveza. 
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Aire: A pesar de no verlos, hay microorganismos en el ambiente, y las partículas en suspensión 
funcionan como transportadoras que contaminan distintas áreas de elaboración de cerveza. 
Existen evidencias de presencia de bacterias de los géneros Acetobacter, Bacillus, 
Lactobacillus, Micrococcus, Pectinatus, Pediococcus, Pseudomonas, Shigella y Streptococcus y 
varias levaduras y mohos aislados del aire alrededor de la línea de llenado de varias 
cervecerías. 

Agua: El agua utilizada para la elaboración de la cerveza debe ser potable, es decir apta para 
el consumo humano y libre de microorganismos contaminantes. Por otra parte, el agua para 
la preparación de cerveza se hierve durante el proceso, por lo cual la mayor preocupación es 
introducir microorganismos durante el proceso de fermentación, por ejemplo durante la 
limpieza y el enjuague de recipientes con agua contaminada. 

Malta: Las cebadas y maltas contaminadas tienen consecuencias conocidas por los cerveceros, 
una de las más relevantes es el llamado Efecto Gushing, que resulta de la reducción de la 
estabilidad de los gases y provoca la expulsión espontánea de cerveza de la botella. En algunas 
investigaciones de cepas fúngicas de los géneros Fusarium, Nigrospora y Trichoderma se 
aislaron pequeñas proteínas, llamadas hidrofobinas, presentes en las paredes celulares 
fúngicas y se demostró que provocan “Gushing”. Las hidrofobinas se combinan con el dióxido 
de carbono (CO2) y forman pequeñas “cápsulas” donde el CO2 queda atrapado y esto le 
confiere una mayor susceptibilidad a las diferencias de presión, por lo que al abrirse una 
botella estas “cápsulas” explotan silenciosamente liberando gran cantidad de CO2 y la cerveza 
termina expulsándose en forma de espuma. 


Por otra parte, otra de las consecuencias de la contaminación de las cebadas y maltas, es la 
potencialidad que tienen ciertos hongos de producir toxinas, las micotoxinas (del griego 
mykes, hongo y el latín toxicum, veneno) son sustancias químicas que pueden ser nocivas para 
el hombre y los animales. Durante la producción de cerveza, los granos contaminados pueden 
transmitir sustancias perjudiciales para la salud como, la aflatoxina B1, la ocratoxina A, la 
zearalona, el desoxinivalenol y las fumosinas B1 y B2 entre otras. Además del daño potencial 
para los humanos, las micotoxinas pueden también afectar el proceso de fermentación debido 
a su influencia en la actividad de la levadura 
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Lúpulo: El lúpulo es una planta conocida por sus características de aroma y sabor y por sus 
pro- piedades antisépticas. La mayoría de las bacterias Gram positivas son inhibidas por el 
lúpulo, aunque las bacterias Gram negativas no se ven afectadas. El secado del lúpulo luego 
de la cosecha, reduce las posibilidades de contaminación microbiana posterior. 


Levadura: En las cervecerías, la fuente más común de contaminación microbiana es, 
probablemente, durante la inoculación de levadura en el mosto. Es importante y necesario 
conocer la pureza microbiológica de las levaduras utilizadas para obtener un producto de 
calidad y evitar que se convierta en una fuente de contaminación. Actualmente, se encuentran 
muchas cepas disponibles en el mercado y su caracterización es imprescindible para el control 
de calidad de la producción. La contaminación de las cepas comerciales con leva- duras 
ambientales (en algunos casos Saccharomyces) y bacterias puede contribuir de manera 
positiva o negativa en las propiedades y características de la cerveza. 

Adjuntos cerveceros: En cervecería es común la adición de azucares, jarabes y miel durante la 
ebullición del mosto. Estos adjuntos pueden transferir esporas bacterianas, principalmente del 
género Bacillus, que resisten altas temperaturas, incluso cierto periodo de ebullición y pueden 
persistir en la cerveza terminada. 


MICROORGANISMOS CONTAMINANTES 


Bacterias del ácido láctico: Las bacterias del ácido láctico (BAL) son las principales 
contaminantes de las cervezas, representan aproximadamente entre el 60 y 90% de los 
incidentes de contaminación ya que tienen la capacidad de fermentar los azúcares a ácido 
láctico y se caracterizan por ser anaeróbicas facultativas, tienen forma de cocos o bastones y 
son Gram positivas. Si bien las BAL son útiles en la industria alimentaria y se utilizan en una 
amplia gama de productos fermentados, pueden al mismo tiempo deteriorar muchos 
alimentos y bebidas. 
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El agregado de lúpulo para conferir aroma y sabor a la cerveza ejerce además un efecto 
antibacteriano sumamente beneficioso. Los compuestos del lúpulo, principalmente iso-alfa- 
ácidos, tienen un efecto nocivo en las bacterias Gram positivas. Los iso-alfa-ácidos, cambian el 
gradiente de pH existente a través de la membrana citoplasmática de las bacterias, y reducen 
la fuerza protónica, de esta manera las bacterias no pueden incorporar nutrientes y mueren. 
Sin embargo, algunas cepas de las BAL como las de Lactobacillus spp., poseen cierta ventaja 
adaptativa y son resistentes al lúpulo. Las BAL se han adaptado para crecer en un ambiente 
ácido como el que se encuentra en las bebidas fermentadas, lo que produce una acidificación 
excesiva de la cerveza también turbidez y sabores desagradables. 


Características de diferentes especies de bacterias del ácido láctico y su acción en la 
cerveza 


MES RENSESTS 


Lactobacillus brevis Tienen forma de bastón, son ; Lie ; 
a . ea Producen súper atenuación debido 
Lactobacillus lindneri heterofermentativas*! y su S : 
; OS : asu capacidad para fermentar almi- 
Lactobacillus coryniformis | temperatura optima de cre- dónvidextrinas Acidífican la cerve 
Lactobacillus casei cimiento es de 30 *C a un pH Y 


za y pueden generar turbidez. 
Lactobacillus plantarum deZa5. yP 9 


Tienen forma de cocos, di- | Disminuyen la estabilidad de la es- 
plococos o tétradas, son | puma, pueden generar diacetilo, 
Pediococcus damnosus homofermentativas*? y mi- | precipitados, turbidez y acidificación 


Pediococcus parvulus croaerófilas. La temperatura | de la cerveza. P. damnosus produce 
Pediococcus acidilactici óptima para su crecimiento | exopolisacáridos y en casos extre- 
es de 22-25 *C y muchas ce- | mos proporcionan a la cerveza un 
pas crecen hasta 35 *C. aspecto gelatinoso. 


*1 Además del ácido láctico producen más de un compuesto, principalmente etanol y CO2. 
*2 Fermentan los azúcares y producen solo ácido láctico. 
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Bacterias del ácido acético: Las bacterias del ácido acético se caracterizan por ser 
estrictamente escrobios. están presentes en todas partes ya que se encuentran en el ambiente. 
Se clasifican como Gram negativas, poseen forma cocoide o de bastones cortos, la temperatura 
óptima para su crecimiento y reproducción es de 25-30 *C, con un máximo de 37 *C. El pH 
óptimo para su crecimiento es de 5-6, aunque tienen capacidad de desarrollarse a pH de 3,6- 
3,8. Este grupo de bacterias oxidan el etanol a ácido acético en medios ácidos o neutros, 
característica que se usa comercialmente para la producción de vinagre, pero no hace falta 
decir que es muy perjudicial para el cervecero. En las cervecerías se han reportado dos 
géneros, Acetobacter que posee oxidación de tipo completa, oxida ácido acético y láctico a 
dióxido de carbono y agua, y Gluconobacter que no posee la capacidad de realizar la oxidación 
completa. Ambos géneros son resistentes a la actividad bacteriostática del lúpulo, el ácido y el 
etanol, características que les permite crecer y como consecuencia dañar la cerveza. Las 
bacterias del ácido acético se encuentran de manera activa en los pequeños residuos de 
cerveza que quedan expuestos al aire debido al mal saneamiento en general de las válvulas, 
naves: eel de aire, líneas de cerveza, debajo de las juntas, entre otros. 

Ente : Las enterobacterias se caracterizan por ser anaerobios facultativos, capaces 


de crecer en presencia o ausencia de oxígeno, son Gram negativas y poseen forma de bastones 
cortos. El etanol y el pH bajo, inhiben su crecimiento por lo que solo son responsables del 
deterioro de la cerveza en productos con bajo contenido de alcohol (< 2% en volumen) y un 
pH relativamente alto (> 4,2). Algunas especies consideradas perjudiciales para la cerveza son 
Hafnia protea, Rahnella aquatilis, Citrobacter freundii y Raoultella terrigena. 
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Estas especies ¡pueden producir efectos 
desagradables a través de la formación de sulfuro 
de dimetilo (DMS) que confiere a la cerveza sabor 
a vegetales cocidos, y acetoína que le proporciona 
sabor a manteca (Importante: no confundir 
acetoína con acetona son compuestos 
diferentes). El impacto del DMS y la acetoína 
persisten hasta la cerveza envasada y producen 
sabores indeseados más o menos fuertes, 
dependiendo del grado de contaminación. 
Además, estas bacterias secretan enzimas, 
peptidasas y proteinasas, que pueden afectar la 
estabilidad de la espuma de la cerveza. 


Pectinatus spp.: Las bacterias del género 
Pectinatus, como P. cerevisiiphilus, P. frisingensis y 
P. haikarae fermentan varios azúcares, alcoholes y 
ácidos orgánicos, tienen formas de bacilos alargados, son Gram negativas y anaerobios 
estrictos. Pueden crecer a temperaturas entre 15-40 *C, siendo óptimo entre 30-32 *C. Estas 
bacterias pueden crecer en cualquier cerveza, siempre que el valor de pH sea superior a 4,4 y 
el contenido de oxígeno sea muy bajo (< 0,3 mg/L). Pectinatus spp. puede identificarse en base 
a la concentración de grandes cantidades de ácido propiónico y sulfuro de hidrógeno en la 
cerveza, este último le confiere olor a huevo podrido y turbidez. También producen diversos 
ácidos grasos, ácido acético, dimetil sulfuro (DMS) y en menor proporción acetoína. 
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Ocurrencia en ambientes Efectos dañinos e 
Aromas/Olor y Sabor Productos Metabólicos 
cerveceros visuales 
. Olor que recuerda a| Turbidez/densa 5 ni AS 
Cerveza con bajo alcohol h h Acidos: acético, propiónico, 
. huevos podridos, turbidez. posa En pon 
o sin alcohol, cerveza no me Sabor láctico, succínico, oxálico. 
a , olor desagradable, | Sedimentación PA p Ñ 
pasteurizada, área de a ácido H2S, acetoína, metil 
Bag olor fétido y a gruesa y E : 
llenadora, biofilm. Ñ ; mercaptano. Dimetil sulfuro 
podrido. opalescencia. 


Megasphaera spp: Estas bacterias se caracterizan por 


ser Gram negativas, son de forma 


ovalada o circular, agrupadas en pares o en cadenas de cuatro y anaeróbicos estrictos. El rango 
de temperatura de crecimiento es de 15-37 *C, con un óptimo de 28-30 *C. Su potencial para 
deteriorar cervezas está restringido por su sensibilidad al etanol (> 2,8% v/v) y al pH ácido. 
Algunas especies representantes de este género contaminante de cerveza son M. cerevisiae, 


M. paucivorans y M. 


sueciensis. El 


género 


Megasphaera produce varios ácidos orgánicos 
(acético, valérico, isovalérico) y ácidos grasos, 
especialmente ácido butírico y sulfuro de 
hidrógeno. Los signos de deterioro incluyen 
turbidez y sabores extraños de la síntesis de 
compuestos orgánicos de ácido sulfúrico. Sin 
embargo, pueden pasar varias semanas antes de 
que la turbidez sea evidente. Además, es un 
contaminante secundario típico en las salas de 
embotellado o enlatado, y es común que se 
encuentre en cervezas envasadas no 
pasteurizadas. Su comportamiento es muy similar 
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al de Pectinatus spp. Las contaminaciones mixtas de esta especie con Lactobacillus brevis o L. 
casei también son frecuentes. Con esta última, se produce un crecimiento en dos etapas, en 
la primera Lactobacillus sp. produce ácido láctico que Megasphaera cerevisiae utiliza a través 


de su metabolismo en la segunda etapa. 


Zymomonas mobilis: Es una bacteria Gram negativa, 
anaeróbica facultativa con forma de bastón. Se 
caracterizan por su modo único de catabolismo entre 
las bacterias, obtiene energía química a través de la 
degradación de nutrientes orgánicos 
transformándolo en etanol (fermentación etanólica). 
Esta especie crece en condiciones anaeróbicas pero 
tolera el oxígeno, puede fermentar glucosa y fructosa 
pero no maltosa. Es tolerante al etanol y puede 
sobrevivir a fermentaciones de mostos de altas 
densidades en las que se forman 12-13% v/v de 
etanol (tolera hasta 16% v/v). 
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Tiene una temperatura de crecimiento óptima relativamente alta de 25 + 3 *C, por eso tiende 
a ser una de las bacterias de descomposición más común en las cervecerías que producen tipo 
Ale en comparación con aquellas que elaboran Lager a temperaturas más bajas. El mosto 
infectado produce acetaldehído con aroma característico a manzana podrida, y forman 
además, etanol, ácido acético, ácido láctico, acetoína y glicerol. El valor de pH de la cerveza no 
se reduce o solo ligeramente. En cervezas envasadas contaminadas, puede ocurrir 
sobrecarbonatación. Un sabor afrutado no deseado evoluciona en las cervezas, 
probablemente relacionado principalmente con los metabolitos sulfuro de hidrógeno y 
acetaldehído. También se forman fuertes neblinas y sedimentos, y las cervezas no cumplen 
con las expectativas del consumidor. 


Bacillus spp: Se trata de un bacilo Gram positivo, esporulado, anaerobio facultativo y móvil. La 
temperatura de crecimiento es entre 5 y 55 *C y su óptimo de 30-37 *C. Algunas cepas pueden 
provocar intoxicación alimentaria causando diarrea y dolor abdominal que puede durar hasta 
24 horas (CDCP, 1994). Se han encontrado Bacillus cereus y Bacillus licheniformis en algunas 
cervezas de elaboración doméstica pero no es habitual en aislamientos en cervecerías. 


Levaduras ambientales: Las levaduras ambientales (salvajes) son aquellas que no han sido 
domesticadas, y que se encuentran naturalmente en el ambiente y en las materias primas, por 
lo cual no están bajo el control del cervecero y pueden resultar en cervezas con aromas y 
sabores indeseados. Estas levaduras se conocen colectivamente como levaduras ambientales 
y se las clasifica en Saccharomyces y no Saccharomyces. Habitualmente la contaminación con 
levaduras ambientales puede reconocerse por la producción de compuestos fenólicos. Si bien 
la ebullición del mosto elimina la mayoría de los microorganismos y luego se inocula con 
levaduras comerciales, también es el momento en el que otros tipos de levaduras no deseadas 
pueden colonizar el mosto durante el inicio de la fermentación. 
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La mayoría de levaduras Saccharomyces cerevisiae no pueden utilizar dextrinas y estas 
persisten en la cerveza, donde contribuyen a la plenitud y la sensación en boca. Algunas cepas 
clasificadas originalmente como S. diastaticus se reclasificaron como S. cerevisiae var. 
diastaticus, poseen glucoamilasa y, en consecuencia, pueden utilizar dextrinas. 

La contaminación de las fermentaciones con levaduras diastáticas conduce a una súper 
atenuación del mosto y cervezas densidad final baja; ocasionalmente, se han utilizado para 
producir las llamadas cervezas “ligeras”. La contaminación con levadura diastásica de la 
cerveza embotellada no pasteurizada es potencialmente peligrosa, ya que pueden 
desarrollarse concentraciones anormalmente altas de dióxido de carbono con el consiguiente 
riesgo de explosión de botellas. Incluso las cervezas embarriladas hacen espuma y se detiene 
el proceso de extracción. 


Otra levadura contaminante es Pichia membranefaciens, frecuente en la cerveza y el vino. Las 
especies de Brettanomyces y Dekkera son productoras de ácido acético, aunque fermentativas, 
generalmente no causan una amenaza al proceso de elaboración habitual de la cerveza dado 
que no pueden propagarse en condiciones anaeróbicas. Las levaduras como Kluyveromyces, 
Saccharomyces, Torulaspora y Zygosaccharomyces, pueden causar serios problemas en la 
fermentación. Son potencialmente capaces de competir con la levadura de cultivo y, aunque 
generalmente no la matan, crecen más rápido, por lo que desplazan a la levadura de cultivo 
en generaciones sucesivas. Las levaduras silvestres no floculan bien y generalmente pasan al 
acondicionamiento, donde también pueden tener efectos organolépticos perjudiciales en las 
cervezas de post fermentación. El crecimiento de levaduras silvestres puede causar la 
producción de sabores desagradables, particularmente por la síntesis de compuestos fenólicos 
considerados indeseables en la mayoría de los estilos de cerveza especialmente cuando se 
encuentran en una concentración excesiva. A pesar de esto, se sabe que estos compuestos son 
contribuyentes esenciales del sabor y aroma característico de las cervezas blancas belgas 
(hechas con trigo no malteado), cervezas alemanas Weizen (hechas con trigo malteado) y 
cervezas Rauch. Sin embargo, en muchas otras cervezas Ales especiales, el sabor fenólico es 
importante para la percepción general. 


Atributos por los que se comercializan 


Cepas comerciales 


[Torulaspora delbruecki [Mejorar aroma y complejidad en boca de tintos y blancos 


Productora de ácido láctico, proporciona redondez y equilibrio 
ácido al vino 


Lachancea thermotolerans 


Torulaspora delbrueckii 
/Saccharomyces cerevisiae 


Mefschnikowia pulcherrima [Mejora de aromas varietales, así como terpenos y tioles 


Protección natural contra la contaminación por microorganismos, 
permite reducir el uso de sulfuroso 


[Pichia kluyveri [Mejora de aromas varietales, así como tioles 
[Schizosaccharomyces pombe [Permite la desacidificación maloláctica 


Incrementa la complejidad vínica proporcionando aromas frutales 


Metschnikowia fructicola 
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Brettanomyces spp: Las levaduras del género Brettanomyces son conocidas por su importante 
papel en la producción de cervezas Lambic, Gueuze y otras cervezas especiales de origen belga. 
En la última década se incrementó el uso de Brettanomyces spp. para producir cervezas. Las 
especies de este género habituales en cervecerías son B. bruxellensis (con mayor número de 
cepas) y B. anomalus. Estas levaduras son de crecimiento más lento que las levaduras de 
cerveza habitual y son capaces de realizar fermentaciones a partir de cultivo puro. Algunas de 
las cepas de Brettanomyces son capaces de completar la fermentación en 35 días. El papel del 
oxígeno en el crecimiento y la producción de ácido acético por Brettanomyces spp. ha sido 
cuidadosamente estudiado en vinos y fermentaciones alcohólicas industriales. Se ha 
demostrado que cantidades moderadas a bajas de oxígeno estimulan la producción de 
biomasa celular, y en condiciones semiaeróbicas producen mayor crecimiento celular. Los 
niveles de etanol y ácido acético que se producen durante el cultivo discontinuo aeróbico 
dependen de los niveles de aireación. 


El género Brettanomyces utiliza glucosa y etanol para la producción de ácido acético bajo 
niveles elevados de oxígeno. Sin embargo, se demostró que no todas las cepas pueden usar 
ambos compuestos como fuentes de carbono y que existe una alta variabilidad en los niveles 
de ácido acético producido por diferentes cepas. También se ha demostrado que temperaturas 
más altas disminuyen el tiempo requerido para alcanzar la concentración celular máxima, con 
tasas de crecimiento óptimas entre 25 y 32 *C. 


ASS 43m 
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Existen cervezas especiales donde las fermentaciones mixtas son deseadas, y generan estilos 
particulares como las Lambic de origen belga. Estas cervezas pueden servir de modo 
ejemplificador para explicar una sucesión microbiana. La cerveza Lambic se produce por 
fermentación espontánea y en ella se encuentran diversos microorganismos. Se han logrado 
identificar más de dos mil bacterias y levaduras e identifican cuatro fases en este tipo especial 
de elaboración de cervezas, a saber: 


o Fase de enterobacterias: desde el tercer al séptimo día desde de la producción del 
mosto hasta los 30 o 40 días. Se caracteriza por presencia de bacterias como Enterobacter 
spp., Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Hafnia alvei, y levaduras como Hanseniaspora 
uvarum, Dairensis naumovia y Saccharomyces uvarum. 

o Fase de fermentación principal: se establece durante el segundo, tercer y hasta el 
cuarto mes desde la elaboración del mosto y se caracteriza por el aislamiento de 
Saccharomyces cerevisiae, S. bayanus/pastorianus y S. uvarum. 

o Fase de acidificación: inicia después de tres o cuatro meses y se caracteriza por el 
aumento de Pediococcus spp. y ocasionalmente Lactobacillus spp. 

o Fase de maduración: ocurre luego de seis u ocho meses, donde Brettanomyces sp. es 
frecuente. 


Etapa de producción Bacterias reportadas 


Bacillus - Enetrobacteriaceae 
Pseudomonas  -Acetobacteriaceae 
Lactobacillus 


Enetrobacteriaceae 


Obesumubacterium 
Rhanella aquatilis 


Lactobacillus 
Pediococcus 


Acetobacter  -Lactobacillus 
Zymomonas - Pediococcus 
Gluconobacter - Megasphaera 
Zymophilus - Pectinatus 
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A nivel local existen cervecerías artesanales en las que algunas de sus cervezas son de 
fermentación mixta, sin embargo el escenario más habitual son las cervezas de monocultivo. 
En éstas es ideal que no esté presente ningún microorganismo foráneo a la cepa de levadura 
elegida por el cervecero, de todas maneras, siempre existe riesgo de contaminación 
microbiológica debido a que la producción de cerveza no es un proceso estéril y el mosto es 
un ambiente rico en nutrientes y se encuentra vulnerable ante microorganismos oportunistas. 
Una vez que el mosto es transformado en cerveza por la levadura, es mucho más resistente a 
las contaminaciones microbianas, pero aun así se mantiene la amenaza constante de 
contaminación. 


Ocasionalmente, las cervezas de monocultivo se contaminan por poblaciones mixtas de 
Lactobacilos, Pediococos, Pectinatus y Megasphaera. En esos casos, el deterioro generalmente 
ocurre en dos fases. Primero, las bacterias del ácido láctico se desarrollan eliminando el 
oxígeno residual y producen principalmente ácido láctico, que posteriormente es utilizado 
como fuente de carbono de los contaminantes de cerveza estrictamente anaeróbicos 
Pectinatus y Megasphaera. La detección de bacterias totales se realiza en medio diferencial 
de Wallerstein (WLD) Sigma*. Se siembran 100ul de cerveza en superficie utilizando una 
espátula de Drigalski, y luego de 48-72h a 30”C, se realizó el recuento de UFC por ml de cerveza. 
Para la detección de BAL (bacilos lácticos), se utilizó el medio de cultivo de HSU semisólido 
(Siebel Institute's HLP). Para esta determinación, se colocan 14ml del medio de cultivo y 1ml 
de la muestra en tubos Falcon de 15ml, la incubación fue a 30*C durante 48-72h. Transcurrido 
ese lapso, se determinó la presencia o ausencia de colonias dentro del tubo. 


Malteado Gobierno 


* Cambios en humedad Filtración * Reposo frio 


* Análisis de parámetros 
de calidad 


Fermentación Envasado 


Molienda * Metabolismo * Exposición al ambiente 
microbiano 


Maceración Enfriamiento 
e 55%C * 10*C 
* Oxigenación 


*Ebullición 


Extracción * 100% 


Etapas del proceso de elaboración de cerveza y cambios fisicoquímicos que ocurren en cada uno. En rojo se 
resalta la parte del proceso donde el mosto y la cerveza son más vulnerables a la contaminación bacteriana 
ya que después de la ebullición el mosto queda efectivamente estéril 
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Cabe mencionar que la detección de BAL utilizando HLP no permite el recuento de UFC, por lo 
que el recuento de bacterias se realizó únicamente sobre el medio de cultivo WLD. Para la 
detección de levaduras contaminantes se inoculan 100ul de la muestra mediante siembra en 
superficie en el Medio de sulfato de cobre de Lin (LCSM). Las placas se incuban durante 48- 
72h a 25”C y luego se realiza el recuento de UFC/ml. Se considera que la muestra de cerveza 
está contaminada cuando el recuento de UFC fue mayor o igual a 10UFC/ml en los medios 
sólidos o cuando se registró crecimiento de colonias en el medio semisólido HLP. 


Debido a la distribución extendida de bacterias contaminantes de cerveza en el ambiente 
cervecero, todas las etapas en la producción necesitan un monitoreo ocasional de 
microorganismos para asegurar la calidad del producto. Este monitoreo ayuda a indicar fallas 
en el proceso o el desarrollo de pobres condiciones de higiene. Mientras que no existen 
especificaciones oficiales para el número permitido de microorganismos presentes en cerveza, 
es generalmente aceptado que hasta el más mínimo número de microorganismos capaces de 
crecer en la misma, constituye un riesgo debido al largo proceso de elaboración y la vida de 
útil de anaquel del producto. 


Las cervecerías normalmente dependen de métodos clásicos de cultivo combinados con 
caracterización fenotípica básica de los aislados. El procesamiento de la muestra depende del 
microorganismo que se busca, la etapa de producción y los recursos disponibles. Este proceso 
normalmente involucra la recolección de células de las muestras mediante filtración por 
membrana seguido de inoculación en medios selectivos y no selectivos. Existen diversos 
medios de cultivo para bacterias que alteran la cerveza, y por ejemplo, en la UE, la Convención 
Cervecera de Europa recomienda para Lactobacillus y Pediococcus Medio MRS (de Man, 
Rogosa y Sharpe), Raka-Ray y UBA (Agar universal de cerveza). 


(10538-5006-F Y Catalog No. U21-100 
Raka-Ray Agar UN Uni 
e niversal Beer 

a E Ry, , Agar 

AS 
500 g 
Lot No. IODOLODO DORIA KR 
4 Exprañon Date AMOO 


$3 A 
. comicas RIA y 
¡ 


9 
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Ninguno de estos medios es adecuado para detectar todas las cepas, pero una combinación 
de ellos, da buenos resultados. Seguido a la detección de los microorganismos en estos 
medios, se necesita la identificación de la especie. Además de las pruebas básicas de 
morfología colonial, morfología celular, tinción de Gram y prueba de catalasa, también se 
pueden realizar pruebas como fermentación de azúcares y análisis cromatográfico de ácidos 
orgánicos. Igualmente, se pueden utilizar métodos específicos de detección e identificación 
como inmunoensayos, PCR y qPCR. La PCR cuantitativa en tiempo real, o qPCR, es un método 
estándar para detectar y cuantificar una secuencia específica, o para cuantificar los niveles de 
expresión génica en una muestra. 


SEI 20kV WD1imm  SS40 x12,000 tum — SEI 20kV WD1iimm 5540 x8,000 2um a 
UANL-CIIA 120 px 28 Jun 2016 UANL-CIINA 160 px 28 Jun 2016 


203 px X 79 px 


E 


SEI 20kV WD12mm  SS40 x20,000 tum ETT SEI  20kV WDtimm  SS40 x7,000 2jm rara 
140 p 


E “Ss 
q, - 
A 


UANL-CIHIA 200 px 28 Jun 2016 ME UANL-CINA 28 Jun 2016 


Imágenes de microscopio electrónico de barrido de a) Lactobacillus brevis, b) Lactobacillus casei, c) 
Pediococcus damnosus, d) Lactobacillus rossiae y e) Lactobacillus rossiae 


Aun y cuando se utilicen técnicas de detección e identificación rápidas como el qPCR, es 
necesario realizar cultivos de enriquecimiento ya que los generalmente los niveles de 
contaminación son muy bajos en la cerveza y es necesario poder detectar la mínima cantidad 
posible de células en la muestra. Para esto se utilizan medios de enriquecimiento que nos 
permiten obtener un número suficiente de células para su identificación. Sin embargo, uno de 
los aspectos más difíciles de las pruebas de calidad en las cervecerías es que muchas bacterias 
que contaminan la cerveza no crecen bien en los medios de cultivo utilizados en el laboratorio. 
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Por ejemplo, las cepas que crecen en cerveza de L. lindneri y L. paracollinoides generalmente 
pasan sin ser detectadas en los medios de control de calidad, como el MRS, el cual es usado 
ampliamente para el cultivo de BAL. Por el contrario, algunas cepas de estas bacterias que 
inicialmente mostraron lento crecimiento en medio MRS en el momento del aislamiento, 
gradualmente adquirieron un crecimiento más rápido cuando fueron cultivadas de manera 
repetida en medio MRS. Además, se observa que L. lindneri y L. paracollinoides crecían mejor 
cuando el medio de cultivo es suplementado con cerveza, indicando que estas especies de 
bacterias están muy bien adaptadas al ambiente cervecero. 


Genes de 


Bacterias resistencia 


P damnosus (5) L. casei (MA) qero pitan horA (S, MA) ORFS (5) 
L. brevis (S) L. rossiae (S) 


Filtración 


P. damnosus (S) Gobierno horA (S) 


y 


L. brevis (MA) L. rossiae (MA) Envasado ORF5 (MA) 


*(S) Superficie 
*(MA) Aire ambiente 


Visión general de las especies bacterianas y genes de resistencia correspondientes a las cepas aisladas del 
proceso de elaboración de cerveza. 


Hay un pequeño grupo de bacterias alterantes de la cerveza, no patógenas, que pueden 
sobrevivir, crecer y alterar la cerveza. Son muy pocos los casos de deterioro reportados en los 
últimos años debido a los altos niveles de higiene; pero el riesgo se ha incrementado por los 
avances tecnológicos. Debido a las regulaciones estrictas en materia de inocuidad de 
alimentos y bebidas y al deseo de mantener una buena imagen de la marca, los 
microorganismos alterantes de la cerveza son de grave preocupación para las fábricas de 
cerveza de todo el mundo. 


149 


Las bacterias alterantes de la cerveza, anaerobias estrictas, pertenecientes a los géneros 
Pectinatus y Megasphaera son las más difíciles de detectar debido a su naturaleza anaerobia; 
sin embargo existe la necesidad de detectarlas, incluso un único microorganismo viable en la 
cerveza. Desde el punto de vista preventivo, para evitar consecuencias no deseables en el 
producto terminado, esta necesidad se centra en su detección en las superficies de la 
cervecería. Basados en esta necesidad se ha realizado una revisión del género Pectinatus spp 
en el mundo cervecero, incluyendo los métodos de detección dependientes de cultivo. Se 
propone el uso de un medio de cultivo, basado en el medio MRS-T para el análisis de 
superficies en la cervecería. 


Los productos finales del metabolismo de Pectinatus spp. son extremadamente 
desagradables, y su crecimiento en la cerveza, incluso en conteo <10* ufc/ml, hace que sea 
imposible beberla por los defectos sensoriales producidos, que hacen que el producto no sea 
apto para el consumo. Esta bacteria incrementa la acidez de la cerveza y el producto en mal 
estado e imbebible no sólo se traduce en pérdidas económicas, sino también es perjudicial 
para una marca de cerveza si se descubren los potentes defectos sensoriales por el 
consumidor. La cerveza contaminada se vuelve turbia dentro de 2-14 días dependiendo del 
número inicial de células y el tipo de las condiciones de almacenamiento de la cerveza. El tipo 
de distribución de la contaminación de la cerveza, por Pectinatus sp., tiene características 
específicas: no contaminada todo el lote, sólo algunas unidades al azar (la contaminación se 
produce principalmente a través del aerosol durante el envasado de la cerveza); el crecimiento 
de bacterias (turbidez) puede no ocurrir hasta varias semanas después de la contaminación, 
cuando la cerveza ya está en el mercado; en casos extremos puede conducir a una explosión 
debido a la acumulación de gas en la botella. Se estima que esta bacteria es causante entre 
20-30% de cervezas contaminadas. 


Se conoce que Pectinatus spp. es susceptible a la mayoría de los desinfectantes utilizados en 
las fábricas de cerveza y que son eficaces para su control, tales como yodo, cloro, ácido 
peracético y formaldehído, pero es fácil de controlar mediante tratamiento térmico y 
desinfectantes oxidantes; pero sobrevive en lugares como esquinas o en biopelículas, que son 
de difícil acceso para limpieza y desinfección, por lo que si la higiene de la planta se realiza de 
manera exhaustiva, debería reducir su incidencia en la fábrica de cerveza. Se ha observado 
que la cerveza con un bajo contenido de alcohol es más propensa al deterioro por Pectinatus 
spp. Por otro lado, las pruebas de tolerancia frente al alcohol indican que Pectinatus spp. es 
capaz de crecer en medio que contiene hasta 4.5%, w/v de etanol y es inhibido a una 
concentración de 5.5% (w/v), aunque se ha descrito algunas cepas de RP frisingensis que 
resisten hasta 5,2% w/v. Las especies de Pectinatus son más resistentes a pH ácidos y pueden 
sobrevivir a pH de 4,1 y pueden tolerar un pH de 3,7; por ello estos organismos están bien 
adecuados para crecer en cervezas. La tolerancia del pH es dependiente de contenido de 
alcohol y de otras propiedades de la cerveza. Pectinatus spp. tolera las sustancias amargas del 
lúpulo y pueden crecer en cerveza con unidades de amargor hasta 33-38 EBU (European 
Bettering Units o, lo que es lo mismo, Unidad Europea de Amargor. Un EBU es igual a un 
miligramo de alfa-ácido por cada litro, siendo los valores más bajos los que indican menor 
amargor), e incluso altas concentraciones de componentes amargos como 150 mg/L no 
afectan su crecimiento. 
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A pesar que Pectinatus spp. es descrito como estrictamente anaeróbico; P. cerevisiiphilus 
puede sobrevivir en presencia de bajas concentraciones de oxígeno, y es más resistente en 
cocultivos con Saccharomyces cerevisiae, a pesar de una tasa constante de oxígeno disuelto 
(OD) que existe en las primeras etapas de fermentación, que podría deberse al consumo de 
02 y producción de CO2. El crecimiento de las especies de Pectinatus se ven afectadas 
significativamente por el contenido de oxígeno en la cerveza y se ha observado su crecimiento 
en cervezas con OD de 0.96-1,9 mg/l. A pesar de ser descriptas como bacterias Gram negativas, 
Pectinatus tiene gran interés académico ya que son considerados eubacterias intermedias 
entre Gram- negativas y Gram-positivas. 


Si observamos desde los inicios del proceso, el mosto es oxigenado antes de la inoculación de 
la levadura, para incrementar su biomasa. Este paso debería limitar la contaminación del 
mosto respecto a las bacterias anaeróbicas; sin embargo los últimos avances en tecnología 
cervecera conducen a obtener niveles muy bajos de oxígeno en el producto terminado, desde 
0,4 hasta 0,8 mg/L, lo que hace posible el crecimiento y la proliferación de Pectinatus en la 
cerveza. Es interesante notar que Pectinatus fue aislado por primera vez en cervecerías 
modernas donde esa clase de técnica es muy común. 


Desde que la cerveza sale de la fábrica, queda fuera de control de los cerveceros y está sujeta 
a cualquier condición que impongan los distribuidores, minoristas y consumidores. Los 
envases pueden estar expuestos a las fluctuaciones de temperatura, luz, y/o turbulencia, todos 
los cuales degradan la calidad del producto interior y (con la excepción de exposición a la luz) 
promueven el crecimiento microbiano. 
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Incluso en condiciones óptimas de almacenamiento, un importante volumen de cerveza puede 
pasar varios meses en el transporte y almacenamiento antes de su consumo, lo que aumenta 
la probabilidad de deterioro microbiano. La industria hace mucho abordó este tema a través 
de la estabilización del producto por medio de filtración, pasteurización, o alguna combinación 
de los mismos. Sin embargo, la creciente demanda de cervezas no pasteurizadas, y no filtrada 
(turbias), en los últimos años, ha aumentado la incidencia de contaminación microbiana en la 
cerveza envasada por microorganismos tales como Pectinatus. La mayoría de las especies de 
Pectinatus han sido aisladas de cerveza y ambientes de cervecería, pero su entorno natural y 
fuente de contaminación no son bien entendidos, sin embrago, se observaron algunas de las 
cepas de Pectinatus, que se encuentran a menudo asociadas a las bacterias saprofitas o 
patógenas de las plantas. Por lo que los autores plantearon la hipótesis de que Pectinatus 
podría haber llegado a las fábricas de cerveza con materiales vegetales, como los cereales, el 
arroz o el lúpulo. 


P. cerevisiiphilus, ha sido aislada en levadura para siembra, en muestras de agua de enjuague 
de línea colectoras y de recuperación de CO2, que no son sometidos a regímenes de limpieza 
(esto implica un desmontaje intenso de los equipos), por lo tanto, las bacterias pueden 
prevalecer en esta parte de la fábrica por mucho tiempo. Pectinatus se aisló ocasionalmente 
durante la maduración, en tanques de cerveza terminada antes de la filtración y en los canales 
de drenaje en el área de filtración de cerveza. Algo ocasional; pero descrito es que se aisló del 
agua de remojo de la malta, antes de la molienda. El crecimiento de Pectinatus se ralentiza 
considerablemente a bajas temperaturas y por lo tanto rara vez se encuentran en bodegas 
cuando es de baja fermentación; pero puede estar presente en cervezas de alta fermentación, 
debido a las temperaturas más altas. 


Es muy poco probable una contaminación accidental con Pectinatus; pero habita 
permanentemente en ciertos entornos en las cervecerías. Se ha encontrado cepas 
serológicamente idénticas, en la misma fábrica, con un intervalo de 4 años. A pesar de ser 
anaerobias, su presencia en los aerosoles (por un período de tiempo), alrededor de las 
llenadoras, en el aire u otros aerosoles podrían ser una posible fuente de contaminación. En 
general, los números más altos de microorganismos se encuentran en el aire, alrededor de la 
llenadora, al parecer debido a la aerosolización continua de la cerveza en esta ubicación. Por 
lo tanto Pectinatus puede ser transmitida a los materiales de llenado y, luego, a la cerveza a 
través de los aerosoles producidos durante el proceso de llenado y durante los procesos de 
limpieza. 


Las pruebas de detección y conteo del número de microorganismos (promedio) en el aire de 
salas de llenado de cervecerías europeas, mostraron que el número de bacterias en el aire de 
la llenadora es más bajo cuanto mayor es su distancia de la lavadora de botellas. Pectinatus se 
ha aislado a partir de aceite de lubricación mezclado con cerveza y agua, en grietas del sistema 
de drenaje, de aire y pisos de salones de llenado, de agua condensada de los techos, baldosas 
sueltas y en suelos dañados, áreas que a menudo son anaerobias. Una fuente de 
contaminación durante el llenado de cerveza pueden ser las cintas transportadoras, 
especialmente cuando no se incluyen en el proceso de limpieza de la línea. También se puede 
encontrar en biopelículas, sobre superficies rugosas en la sala de embotellado; en ruedas de 
estrellas que son altamente aeróbicas. 


P. frisigensis ha sido más frecuentemente detectada que las otras especies, en el salón de 
envasado. Durante el llenado, es común la explosión de botellas y la cerveza en contacto con 
los accesorios de la máquina llenadora y taponadora, se convierte en adecuado sustrato para 
los microorganismos. El equipo usado en el proceso de llenado es propicio a la formación de 
biopelículas debido también a los grandes volúmenes de agua utilizados; pero, cuando se 
utilizan los métodos de cultivo convencionales este contaminante no es detectado en el 
control operacional en fábrica. 
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A pesar de que los procesos de limpieza profundas se adoptan periódicamente en todas las 
fábricas de cerveza, los procedimientos de limpieza no son suficientemente eficaces para 
eliminar completamente las biopelículas adheridas, y las bacterias alterantes anaerobias 
estrictas pueden propagarse y dispersarse en el salón de envasado. 


La supervivencia de Pectinatus spp. en ambientes aeróbicos de salas de llenado es posible 
debido a la formación de biopelículas y asociaciones simbióticas de microorganismos que 
sobreviven dentro de ellas, esta supervivencia prolongada de Pectinatus indica que el agua 
puede ser una posible fuente de contaminación. Su presencia en condiciones aeróbicas 
proporciona conocimientos básicos sobre la complejidad de estas biopelículas bien 
establecidas. Los colonizadores primarios de superficies (en cuestión de horas después del 
inicio de la producción) son microorganismos que producen sustancia poliméricas 
extracelulares (EPS); se trata de bacterias Gram negativas (bacterias ácido acéticas: BAA) y 
levaduras, que proliferan el lugares donde se depositan los residuos de cerveza, agua u otros, 
de los proceso intermedios. Estos microorganismos consumen el oxígeno muy rápidamente 
por su intenso metabolismo aeróbico, creando condiciones anaerobias que apoyan el 
crecimiento de otros microorganismos, por ejemplo, bacterias ácido lácticas (BAL) y 
Pectinatus. Las levaduras y lactobacilos pueden habitar en estos lodos, mientras que el ácido 
láctico producido por las BAL puede ser metabolizado a ácido propiónico por bacterias 
anaerobias como Pectinatus. 
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de células bacterianas y matriz EPS, 
adaptándose a la disponibilidad de 
nutrientes, humedad y oxgen del medio. 


Por otra parte, la muerte gradual de microorganismos aumenta el pH de las biopelículas, que 
también promueve el crecimiento de Pectinatus. El limo producido por estas biopelículas 
protege a las bacterias contra la acción del oxígeno, la desecación y agentes desinfectantes. La 
formación de biopelículas se apoya en la limpieza mecánica imperfecta antes de la 
desinfección química, convirtiéndose en una fuente permanente de contaminación. La cerveza 
que entra en contacto con las biopelículas crea un ambiente ideal para la supervivencia y el 
desarrollo de microorganismos, especialmente en lugares como grietas en el suelo, paredes y 
techo de la sala de embotellado o en otra parte en la operación. 
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CONTROLES MICROBIOLÓGICOS 


El control microbiológico en cervecería utiliza principalmente métodos clásicos de cultivo, 
combinados con una simple identificación fenotípica de aislamientos. Se basan generalmente 
en criterios bioquímicos, morfológicos y fisiológicos (asimilación de nutrientes, la microscopía 
y la tinción selectiva, respectivamente). 


El conteo en placa y enriquecimiento siguen siendo los principales métodos para la 
detección de contaminación microbiana en las fábricas de cerveza durante el proceso de 
elaboración de la cerveza y en el productos final. 


La mayoría de los medios recomendados para anaerobios son líquidos y contienen sustancias 
reductoras del potencial redox del medio, (ácido ascórbico, tioglicolato de sodio, clorhidrato 
de cisteína, etc). La temperatura adecuada para el cultivo de Pectinatus es 28-32 * C y el pH en 
el intervalo de 5,0 a 7,0. 


En los laboratorios de cervecería para la detección de Pectinatus en producto terminado se 
hace uso de la "prueba de vida útil", en el que la cerveza está almacenada a temperatura 
ambiente durante hasta seis semanas y se observa la formación de turbidez. Pectinatus 
también se pueden cultivar y mantener en el caldo MRS, (de Man Rogosa, Sharpe) cultivado 
con un mínimo de cámara de aire y con el uso de un inóculo abundante. Así una variante más 
rápida es la "prueba forzada", en la que se pone a prueba el desarrollo de turbidez en la 
cerveza o la cerveza mezclada con un medio de enriquecimiento, seguido de 4-6 semanas de 
incubación a 30 *C. Se ha logrado detectar Pectinatus en 1-3 semanas mediante la adición del 
medio MRS a la cerveza sospechosa. El período de incubación también puede ser reducido a 
pocas semanas mediante la adición de caldo MRS concentrado con fructosa en la cerveza 
sospechosa en una proporción 1:5 o haciendo uso del Caldo NBB-C. 


El medio recomendado por la American Society of Brewing Chemist (ASBC) para detectar 
Pectinatus y Megasphaera en cerveza, es el Medio SMMP (Medio Selectivo para 
Megasphaera y Pectinatus). Se puede utilizar (15% medio selectivo: 85% de la cerveza (v/v)). 


156 


El medio SMMP contiene sustancias reductoras del potencial redox (tioglicolato de sodio y 
clorhidrato de cisteína) que promueve el crecimiento de anaerobios, lactato como única 
fuente de carbono, la presencia de etanol (presente en la cerveza o añadida al medio en el 
análisis de la cerveza sin alcohol) y sustancias amargas (presente en la cerveza si es lupulada) 
como un factor inhibidor para el crecimiento de enterobacterias. La adición de cicloheximida 
inhibe el crecimiento de levadura de cultivo y levaduras 
extrañas; y la combinación de cristal violeta y fusidato de 
sodio suprimen a las bacterias Gram positivas. 


Ñ Para el análisis, se vierte 130 mL de cerveza sospechosa 

en un matraz con 20 mL de SMMP, se tapa, se mezcla y se 
ES incuba por 14 días a 28-30 *C. Se supervisa cada día la 
formación de turbidez o sedimento. La turbidez del 
medio se puede considerar como presencia preliminar de 
Megasphaera o Pectinatus, se debe observar al 
microscopio para determinar la morfología del 


) , 


microorganismo. Pectinatus tiene la forma de bacilos y Megasphaera de cocos. Además, el 
medio de SMMP exhibirá cambios de color. Para Pectinatus, el medio permanece púrpura con 
sedimento; para Megasphaera, el medio puede cambiar a amarillo con una incubación 
prolongada. La confirmación final se obtiene mediante la identificación de los ácidos orgánicos 
volátiles a través de cromatografía de gases. Pectinatus se identifica por la producción de ácido 
acético y ácido propiónico. 


El medio NBB pre-reducido, también se puede utilizar. Este medio se produce como un caldo 
(NBB-B), agar (NBB-A) y concentrado (NBB-C). NBB se usa en diversas formas según el 
propósito deseado. . Para el análisis, se mezcla NBB-C en proporciones variables con agua y 
cerveza, para la detección de bacterias alterantes, potencialmente alterantes o para la 
determinación general de presencia de bacterias en cerveza. También se recomienda el medio 
Raka Ray para análisis de rutina. La principal limitación de los métodos de cultivo es su largo 
tiempo de incubación. Se necesita una semana o incluso más tiempo para obtener colonias 
visibles en las placas o turbidez en caldos. En consecuencia, los productos terminados, a 
menudo ya están a la venta antes de que los resultados microbiológicos estén disponibles. 
Otro problema es que estos medios no son específicos. Si la selectividad se incrementa por la 
adición de productos químicos específicos, podrían necesitarse mayor tiempo de detección. 


Los métodos de cultivo no permiten la identificación o localización de los contaminantes. 
Además, el enriquecimiento de cultivo es poco aplicable al análisis de muestras del proceso, 
naturalmente turbias. Tras la exposición a condiciones severas, las bacterias también pueden 
entrar en un estado viable pero no cultivable que no se pueden detectar en los medios de 
cultivo recomendados; pero pueden ser capaces de crecer en la cerveza. 

La detección de contaminantes en la cerveza consiste en concentrarlos de un volumen 
adecuado (100-500 mL) por filtración de membrana y cultivarlos en un medio adecuado. 
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Un medio prometedor que se puede aplicar para el análisis de hisopados de superficies y de 
biopelículas de los dispositivos de operación de fábrica, en la zona de envasado, es el Caldo 
MRS reducido, con una composición modificada, llamada MRS-T, 
que contiene una mezcla de tetrahidro-a-ácidos y feniletanol para 
inhibir la microflora bacteriana acompañante. Este medio permite 
la detección de Pectinatus siendo adecuado para el muestreo y 
para el cultivo, contiene 0,2 % en peso de agar, que restringe su 
oxidación durante la manipulación y el transporte. La incubación 
se lleva a cabo a una temperatura de 28-30 *C y se controla la 
formación de turbidez en la parte inferior del tubo. Se puede => 
detectar al microscopio después de 24-48 horas de la inoculación 1» KASVI 
el típico movimiento de serpiente de Pectinatus. Sin embargo, con 
este medio, no se logra inhibir completamente el crecimiento de 
levaduras, estando las levaduras presentes en las biopelículas por 
lo que se necesitaría un agente inhibidor. 
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Como aseguramiento de calidad, se debe tener en cuenta el 

aspecto preventivo en la planta. La falta de reclamos de producto contaminado significa que 
estos contaminantes secundarios podrían estar en las líneas de embotellado, en su fase de 
adaptación, debido a las limpiezas periódicas que garantizan condiciones de trabajo higiénicas. 
Algunas fábricas de cerveza pueden sufrir gravemente de contaminantes secundarios sin 
previo aviso perceptible en el producto terminado. Su aparición en ambientes 
aeróbicos indica problemas de saneamiento y revela la presencia de 
biopelículas altamente establecidas. Con la tendencia actual de las cervezas 
“light”, de bajo alcohol o sin alcohol, el microbiólogo de planta, debe considerar 
este microorganismo como un problema potencial grave que puede llegar a ser 
muy perjudicial en un futuro. 


Debido a que el origen de estos microorganismos en la fábrica de cerveza está 
aún bajo investigación, sólo las técnicas preventivas son útiles. Por ello un buen 
plan microbiológico debe enfocarse en controlar estos lugares de aparición 
primaria de Pectinatus, así los esfuerzos, tanto en higiene, mantenimiento y 
control microbiológico, deben apuntar a las superficies y a las biopelículas del 
salón de envasado. Los diferentes métodos utilizados para el muestreo de 
biopelículas en las superficies externas e internas son: hisopado, enjuague, 
inundaciones con agar, agar de contacto, etc; aunque, por la naturaleza 
anaeróbica de Pectinatus, por su practicidad y por no dejar residuo nutritivo, el 
método de muestreo más adecuado será el hisopado. 


No se puede partir de técnicas como “prueba de forzado” por la larga duración del análisis 
(semanas), ni de un medio como SMMP (14 días de incubación), que está recomendado sólo 
para cerveza y no es adecuado para hisopado de superficies. Tampoco se cuenta 
comercialmente con los tubos de Lee como para hacer uso del agar LL. Sumado a que ambos 
medios selectivos tienen una preparación engorrosa, SMMP y agar LL tienen muchos 
ingredientes en su composición y no existen comercialmente. 
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Tampoco se puede tomar en cuenta métodos que demanden altos costos de implementación 
y análisis o la necesidad de personal altamente especializado en técnicas moleculares. La 
búsqueda se basó en lo descrito líneas abajo. 


a) Pruebas de Selectividad sobre Cultivos Mixtos: en la figura de abajo, se observa que 
en el medio MRS-T existe desarrollo de levaduras, sobre todo en la parte superior del 
medio (aerobio). Los resultados muestran que con medio MRS-T modificado con 
Cicloheximida (Cy) y a concentraciones de 20 y 30 ppm se logra inhibir el desarrollo 
de levaduras de cultivo y levaduras extraña, facilitando la visibilidad de la turbidez 
formada solo por Pectinatus. 


MRS-T sin MRS-T modificado con: 
Cicloheximida 10ppmCy  20ppmCy  30ppm Cy 


Cy: cicloheximidal 


b) Prueba de cambio de color por uso de indicador de pH: Abajo, en donde P: 
Pediococcus, L: Lactobacillus y Pec: Pectinatus, se observa que a las 24 y 48 horas de 
incubación la variación de color del medio con 25 ppm de RBF (rojo de bromofenol), 
era más evidente que con RBF a 75 ppm. En ambas concentraciones el cambio de color 
se produjo sólo en el tubo con Pectinatus y no en las BAL. 


Con RBF 25 ppm Con RBF 75 ppm 
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c) Prueba de oxidación del medio por uso de agente óxido-reducción: Se utiliza el azul 
de metileno como agente de óxido reducción. 


A) Medio inicial recién autoclavado y. 


enfriado. 
B) Medio MRS-T-con cicloheximida y azul de 
metileno, a las 48 horas de incubación 
con el cultivo mixto. 
Se observa la coloración azul desarrollada 
por la oxidación de azul de metileno. En dicha 


zona no hay turbidez, lo que indica que en 


esa zona no se ha desarrollado Pectinatus 


por la presencia de oxígeno. 


BACTERIAS ALTERANTES DE LA CERVEZA DE ACUERDO A SU TINCIÓN Y MORFOLOGÍA 


Beer spoilage bacteria 
Rod-shaped Cocci 


Gram-positive Lactobacillus spp. Pediococcus spp. 
bacteria Lb. brevis P. damnosus 
Lb. brevisimilis P. dextrinicus 
Lb. buchneri P. inopinatus 
Lb. casei 
Lb. coryneformis Micrococcus sp. 
Lb. curvatus M. kristinae 
Lb. lindneri 
Lb. malefermentans 
Lb. parabuchneri 
Lb. plantarum 
Gram-negative Pectinatus spp. Megasphaera sp. 
bacteria P. cerevisiiphilus M. cerevisiae 
P. frisingensis 
P. sp. DSM20764 
Selenomonas sp. Zymomonas sp. 
S. lacticifex Z. mobilis 
Zymophilus sp. 
Z. raffinosivorans 
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MICROBIOTA DEL MALTEADO Y ELABORACIÓN DE CERVEZA 


Visión general de las especies bacterianas y fúngicas en las etapas principales de la cervecería. 
Bokulich, N.A. and Bamforth, C.W. (2013). The Microbiology of Malting and 


BACTERIA 


Bacillus Enterobacteriaceae 
Flavobacterium  Actinomycetales 
Alcaligenes Lactobacillus 
Pseudomonas  Acetobacteriaceae 


Enterobacteriaceas 


Obesumbacterium 
Rhanella aquatilis 


Lactobacillus 
Pediococcus 


Selenomonas  Lactobacillus 
Micrococcus — Pediococcus 
Zymomonas  Pectinatus 
Acetobacter  Megasphaera 

Gluconobacter Zymophilus 


Malt Surface 


Mash/Lauter 


Pitching Yeast 


Fermentation 


Conditioning 


Packaging 


FUNGI 


Candida Penicillium 
Debaryomyces Aspergillus 
Hansenula Alternaria 
Hanseniaspora — Fusarium 
Rhodotorula — Epicoccum 
Sporobolomyces Cladosporum 
Trichosporon  Botrytis 
Aureobasidium 
Absidia 


Saccharomyces 


Saccharomyces 
Hansenula 

Pichia 

Hansenlaspora 
Torulopsis 
Schizosaccharomyces 
Brettanomyces 
Candida 


Brewing. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 77, 157-172 
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Fig. 3. Biofilm on construction elements in the monoblock and conveyor 
Fig. 1. Biofilm on the side ledge of the conveyor belt cover. belt sampling area, 


Fig. 2. Biofilm and impurities on the bundles of cable lines underneath Fig, 4. Biofilm on construction elements in the monoblock and conveyor 
the conveyor belt. belt sampling area. 


Fig. 6. Biofilm on a release ledge of filling valves in the filler release area 


Fig. 5. Biofilm on the surface of pneumatic valve beside the filler. — the site is beyond the reach of central foaming system. 
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Por su parte, el grupo Megasphaera incluye tres especies: Megasphaera cerevisiae, 
Megasphaera paucivorans y Megasphaera sueciensis. Megasphaera afecta principalmente a 
las cervezas bajas en alcohol no pasteurizadas mediante la producción de ácidos grasos C5 y 
C6, H25 y turbidez. La tasa de crecimiento de M. cerevisiae se reduce por encima del 2,1% 
(p/v) y el pH por debajo del 4,1. La temperatura de crecimiento oscila entre 15 y 37 *C. 
Megasphaera es capaz de crecer en cerveza con menos de 0,3 mg/l de oxígeno disuelto y su 
tolerancia a los ácidos amargos del lúpulo es comparable a la de Pectinatus. La ocurrencia de 
Pectinatus y Megasphaera es en gran parte desconocida fuera del entorno de elaboración de 
cerveza, mientras que parecen ser habitantes comunes en los depósitos de la sala de 
embotellado de cerveza y por lo tanto, se requiere la necesidad de métodos de detección e 
identificación para prevenir incidentes de deterioro. Se han desarrollado métodos de reacción 
en cadena de la polimerasa multiplex (PCR) para identificar las seis especies de Pectinatus y 
Megasphaera. 


etapa de 
desnaturalización (D) 
en cada uno 
de los ciclos 


So Sl sd» 


detección con un ligando del DNA bicatenario, sin especificidad de secuencia 


— la señal mide la 
HA e ed 
eE A bicatenario dl 


el fluorocromo + se une 


al DNA bicatenario y emite 
fluorescencia 


detección con una sonda, específica para una secuencia del DNA diana 


a) sonda simple, marcada con un fluorocromo 


La señal mide la cantidad de DNA 
sr diana, pero también el exceso de 
aa SN : 


sonda libre: no sirve. 
Soluciones: ejemplos (b) y (c). 


la sonda, marcada con el 
fluorocromo %, se une al 
DNA diana 


Asimismo, el conocimiento de la adhesividad de las especies Pectinatus y Megasphaera a 
diferentes materiales sólidos (maquinaria embotelladora, cintas transportadoras, 
revestimiento de pisos, etc.) podría ayudar a identificar los riesgos asociados con la deposición 
de biopelículas o biofilms de estos contaminantes. Además, la investigación de las 
comunidades de biopelículas multiespecie, podría ayudar a crear una imagen real sobre el 
mecanismo de contaminación y la supervivencia de las bacterias anaeróbicas que estropean 
la cerveza en el entorno de las salas de embotellado. Debido al hecho de que la cerveza es un 
ambiente hostil para la mayoría de los microorganismos, solo unas pocas especies pueden 
causar deterioro al crecer en la cerveza. Estos incluyen principalmente bacterias que 
representan los géneros Lactobacillus, Pediococcus, Pectinatus o Megasphaera y levaduras 
que representan Saccharomyces o Dekkera. 
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Al igual que con otras superficies de elaboración de cerveza, las pruebas de ATP son el método 
más común para la detección de la actividad microbiana dentro del área de envasado. La gama 
de métodos rápidos descritos anteriormente también está disponible para verificar muestras 
de hisopo y enjuague. Un desarrollo reciente en la detección rápida de Pectinatus. Hay tres 
kits clásicos de detección disponibles en el mercado llamados VIT-beer* (Vermicon), que 
detecta los organismos que estropean la cerveza. El protocolo del método no toma más de 3 
h y se puede usar directamente para aislamientos o para muestras de cerveza después de un 


paso de enriquecimiento. 


vermicón 


Pa te e 


P | | vermicon 
A A == = 0 


Un kit detecta todos los miembros de las bacterias del ácido láctico que estropean la cerveza 
(fluorescencia roja) y la específica adicional Lactobacillus brevis (fluorescencia roja y verde), el 
organismo que estropea la cerveza más prominente. Con otro kit es posible detectar 
Megasphaera cerevisiae y Pectinatus spp., dos organismos que estropean la cerveza obligada. 
Para la detección de levaduras de deterioro obligatorias y potencialmente fermentativas en 
cerveza y bebidas a base de cerveza se proporciona otro kit. 


Lactobacillus spp: Este género de bacterias actúa de manera similar a una levadura ya que 
consume azúcares del mosto, pero en lugar de convertirlos en alcohol los convierte en ácido 
láctico. Este ácido actúa disminuyendo el pH de la cerveza rápidamente (24-48 horas) y por 
ende es la causante del sabor sour. Para la mayoría de cervecerías es un contaminante de la 
cerveza (spoilage) y los esfuerzos para impedirle el crecimiento son muy exhaustivos. Esta 
bacteria es la más usada para la acidificación en los estilos alemanes Berliner Weisse y Gose. 
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ANEXOS 


1. MICROBIOLOGÍA DETERIORANTE DE LA CERVEZA 


DETERIORANTES DE LA CERVEZA 


MANIFESTACIONES 
 cERMEN | OCURRENCIA ORGANOLÉPTICAS DETERIORO METABOLISMO 


BACTERIAS ACIDO ACÉTICAS 


Cervezas tiradas 


(chopp), 
ACETOBACTER cervezas en 


barricas y 
biofilims 


Cervezas de 
frutado agri ¿ 
cebadas (no oe dl A : Acetaldehido y 
y olor a huevo Ídem al anterior 
encontrada en podrido SHa 
lagers) 
ENTEROBACTERIAS 
imetitsul 
Sy dp * E 
OBESUMBACTERIUM mostos Olor azufrado Ídem al anterior ¿ e 
Mriniados Nitrosaminas, y 
Diacetilalcoho! 
Elaboración de 
CITROBACTER Y Olor sulfuroso y 
mostos Acido láctico 
fermentados 
Levaduras en las 
RAHNELLA 1ras etapas de A hacatay ici 
y sulfuroso Dimetiletilacetato 
fermentación 


Mostos 
KLEBSIELLA fermentados y 
biofilms 


Sabor agrio y 


, Ácido acético 
avinagrado 


A DIS y Diacetilos 
pútrido 


ANAEROBIOS OBLIGADOS 


Cervezas bajas 
en alcohol no S Acidos acético 
ol h Turbid Sed OS 
PECTINATUS pasteurizadas; de de e 2 Es so butírico, láctico y 
áreas de llenado pe se propiónico. SH 
biofilms 


Biofilms, 
levadura y 
residuos 
Cerveceros 


SELENOMONA Ídem al anterior Ídem al anterior Ídem al anterior 
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2. CRITERIOS MICROBIOLÓGICOS PARA DETERIORANTES EN CERVEZAS 


o REVISTA ARGENTINA DE 
asociación 


Nissan MICROBIOLOGÍA 


aam, microbiología 


wuw.elsevier.es/ram 


ORIGINAL 


Contaminantes microbianos en cervezas artesanales 
embotelladas de la Patagonia andina argentina 


Mailen Latorre*, M, Clara Bruzone*, Virginia de Garcia? y Diego Libkind*-* 


2 Centro de Referencia en Levaduras y Tecnología Cervecera (CRELTEC), Instituto Andino Patagónico de Tecnologias Biológicas y 
Geoambientales (IPATEC) - CONICET / Universidad Nacional del Comahue, Bariloche, Rio Negro, Argentina 

Instituto de Investigación y Desarrollo en Ingenieria de Procesos, Biotecnología y Energías Alternativas (PROBIEN), CONICET - 
Universidad Nacional del Comahue, Neuquén, Buenos Aires, Argentina 


Recibido el 13 de mayo de 2021; aceptado el 2 de mayo de 2022 


RESUMEN DEL TRABAJO EN IMAGEN: Actualmente, el límite de tolerancia para la presencia 
de microorganismos contaminantes en cervezas es un tema en discusión. No existen 
especificaciones oficiales ni en CODEX ALIMENTARIUS ni en el Código Alimentario 
Argentino Actualizado (2022) respecto de criterios microbiológicos en cerveza, dado que se 
considera que estos influyen exclusivamente en la calidad del producto y no en su 
inocuidad, siempre que se cumplan los parámetros fisicoquímicos de alcohol y pH; 
asimismo se sostiene el criterio de PRESENCIA / AUSENCIA de la flora aeróbica y 
anaeróbica contaminante con efecto deteriorativo en el producto (Acetobacter spp; 
Lactobacillus spp; Pectinatus spp y Microsphaera spp). 


Sin embargo, en la práctica, se considera que todo microorganismo contaminante presente en 
la cerveza representa un potencial riesgo para el producto. Algunos autores proponen como 
límites de tolerancia para deteriorantes microbianos TOTALES en cerveza O a 50 UFC 
(unidades formadoras de colonias) por cada 100-200 ml de cerveza. Otros autores sugieren 
un límite de hasta 10 UFC/ml para bacterias ácido lácticas y acéticas y menor de 1 UFC/ml para 
levaduras contaminantes en la cerveza terminada. 


En Argentina, no existen cervecerías que establezcan criterios microbiológicos “per se” para 
los gérmenes deteriorantes más importantes, aunque se garantiza de manera oficial la calidad 
y la estabilidad de sus productos. Además, la investigación en materia de ciencia y tecnología 
cervecera es muy reciente y la calidad microbiológica de la cerveza artesanal argentina está 
muy poco estudiada. 


166 


3. NORMA TÉCNICA ECUATORIANA INEN 2262 (2013): Bebidas alcohólicas (Cervezas), 


requisitos 
TABLA 2. Requisitos microbiológicos 
REQUISITOS UNIDAD Cerveza METODO DE ENSAYO 
pasteurizada 
MÍNIMO | MÁXIMO 
Microorganismos Anaerobios ufc/cm? - 10 NTE INEN 1 529-17 


Mohos y levaduras 


NTE INEN 1 529-10 


NOTA: Los ANAEROBIOS son fundamentalmente Pectinatus spp y Megasphaera spp 


Tabla 3.9. Análisis microbiológico de la bebida tipo cerveza durante 30 días a diferentes 


Analito 


Contaje total aerobios 


Coliformes totales 


Levaduras 
Contaje total aerobios 


Coliformes totales 


Levaduras 
Contaje total aerobios 


Coliformes totales 


Levaduras 
Contaje total aerobios 


Coliformes totales 


Levaduras 


N.M.P: Número más probable 


temperaturas de almacenamiento 


Temperatura de Almacenamiento 
Unidades 
qe 20 *C 30"C 


3,1 x 106 
<1x10' <1x10' 


<1x10' <1x10' 
111x107 52 x 10 
<1x10' <1x10' 


<1x10' <1x10' 
12x 10 46x 10% 
<1x10' <1x10' 
<1x10' <1x10' 
92 x 10% 6,8x 10% 


U.F.C: Unidad formadora de colonias 


C 
ME 


3 
<3 


U.F.C /mL 
N.M.P /mL 


167 


RESUMEN DE LOS CUADROS: La excesiva cantidad de levaduras presentes en la bebida final, 
puede atribuirse a una filtración pobre en el proceso de acondicionamiento de la cerveza, es 
decir, el trasiego realizado al tanque Cornelius mediante un cernidor de lienzo resultó 
ineficiente para retener las partículas y levaduras. Es conveniente el uso de tierra de diatomeas 
o con perlitas procedentes de cristales volcánicos, dependiendo del tamaño de poro que se 
requiera. Asimismo, cabe recordar que un contenido elevado de dichas levaduras en una 
cerveza artesanal es normal debido a que el proceso de fermentación no se ha detenido y 
termina en la botella. Se considera no obstante es una bebida apta para el consumo puesto 
que el porcentaje total de hongos, aerobios mesófilos y coliformes se encuentra dentro de la 
Norma 2262 para cerveza y podría durar aproximadamente seis meses tal como las cervezas 
elaboradas a escala artesanal e industrial. 


4. AISLAMIENTO DE LACTOBACILLUS spp 


Recuento de lactobacilos mesófilos. ISO 15214-1998 
(Confirmada en 2021), 


Procedimiento 


Dilución inicial y suspensiones de acuerdo a la ISO 6887-1 


CM0733B Maximum Recovery Diluent (Peptone Saline Diluent 150) 500 g 
TV5016D Maximum Recovery Diluent ISO 50 x 9 mi 


A dos placas Petri estériles, añadir 1 ml de la muestra si es liquida o 1 ml de dilución inicial 
en el caso de otros productos. 
Repetir con la primera dilución decimal y sucesivas. 


Verter en cada placa Petri aproximadamente 15 del Agar MRS previamente preparado y 
mantenido a 47%C. 


Mezclar cuidadosamente 
CM1153B MRS (ISO) Agar (De Man, Rogosa and Sharpe) (50D g) 


NOTA: Puede sembrarse en superficie bajo condiciones de anaerobiosis o de microaeroñlia en jarras 
de anaerobios. 


Incubar a 30%C durante 7213 h 


Contar en dos diluciones sucesivas en placas con < 300 colonias, 
habiendo en alguna de ellas mas de 15 colonias 
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5. OTROS CONTAMINANTES DE INTERES 


; Le . : 
SISTEMAS AVANZADOS DE ANALISIS S.L. , 
OxoID 
Microbiología de los Alimentos Le 
E de Ti 


Mohos y Levaduras UNE-EN ISO 16212:2017. Cosméticos. Microbiología. 
Enumeración de levaduras y mohos (SDC Agar). 


Mohos y levaduras ISO 21527-1:2008. Microbiology of food and animal feeding 
stuffs -- Horizontal method for the enumeration of yeasts and moulds — Part 1: 
Colony count technique in products with water activity greater than 0,95 (DRBC 
Agar) (ISO 7954:1987 retirada). 


Mohos y levaduras ISO 21527-2:2008. Microbiology of food and animal feeding 
stuffs -- Horizontal method for the enumeration of yeasts and moulds -- Part 2: 
Colony count technique in products with water activity less than or equal to 0,95 
(DG18 Agar). (ISO 7954:1987 retirada). 


Bacterias lácticas mesófilas (lactobacillus) ISO 15124:1998. This standard was 
last reviewed and confirmed in 2015. Therefore this version remains current. 
(MRS Agar). 


Figura 1. Puntos de hisopado en máquina 
llenadora de botellas, donde 1: tubo de 
llenado, 2: tulipa, 3:  portatulipa, 4: 
portabotella, 5: condensado en llenadora, 6: 
estrella de ingreso a llenadora y 7: estrella de 
ingreso a coronador. 
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